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Introduzione
1.1 Lotta biologica
L’agricoltura moderna, basata sulla coltivazione di un limitato numero di
colture estese su aree piuttosto vaste, rappresenta un sistema ecologicamente
sbilanciato che favorisce la diffusione di malattie epidemiche. Il concetto di
malattia può essere espresso come l’interazione che si instaura tra il patogeno,
la pianta, l’ambiente e gli organismi associati, cioè quegli organismi presenti
nell’ambiente in cui pianta e patogeno interagiscono. In ambito agrario, la
necessità di contrastare le malattie al fine di ridurre quanto più possibile le
perdite causate alle piante coltivate, giustifica gli interventi di difesa. Dal
dopoguerra ad oggi, la difesa delle colture agrarie si è basata, in larga parte,
sull’uso di prodotti chimici di sintesi. Al fianco di un innegabile aumento della
produzione, l’uso di tali mezzi chimici ha prodotto effetti collaterali negativi
quali inquinamenti ambientali, rottura di delicati equilibri biologici, sviluppo
di specie resistenti e, non ultimo, danni alla salute dell’uomo.
La preoccupazione dell’opinione pubblica verso le problematiche legate
all’uso dei prodotti chimici e le maggiori conoscenze scientifiche e tecniche
oggi disponibili, hanno consentito di individuare strategie di difesa alternati-
ve. La lotta biologica è tra quelle che oggi, almeno nel nostro Paese, godono
di maggior interesse. Il termine lotta biologica fu coniato da Smith (1919)
per descrivere l’introduzione di insetti esotici utilizzati per contenere le po-
polazioni di insetti dannosi. Da allora molti autori hanno definito il concetto
di lotta biologica, senza peraltro riuscire a coniarne uno univoco. Per Baker
and Cook (1974) con il termine lotta biologica si intende “ la riduzione della
densità di inoculo o delle attività patogeniche del patogeno o del parassita
nel suo stato attivo o dormiente, ottenuta attraverso l’impiego di uno o più
organismi, sia naturalmente che attraverso la manipolazione dell’ambiente,
dell’ospite o dell’antagonista od attraverso l’introduzione massale di uno o
più organismi ”. Successivamente gli stessi autori (1983) modificarono la pre-
cedente definizione, intendendo per lotta biologica “ la riduzione della densità
di inoculo o delle attività patogeniche del patogeno ottenuta per mezzo di uno
o più organismi diversi dall’uomo”. Con la frase “uno o più organismi diversi
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dall’uomo” si intendono ceppi avirulenti o ipovirulenti dello stesso patogeno,
l’ospite stesso reso meno suscettibile attraverso il miglioramento genetico e
le pratiche agronomiche od attraverso l’attività di microrganismi associati.
Nello stesso anno, Deacon (1983) allargò la definizione di lotta biologica a
tutti quegli interventi per cui gli effetti indesiderabili di un organismo sono
ridotti attraverso l’azione di un altro organismo che non sia la pianta ospite,
il patogeno o l’uomo.
Per convenzione le strategie di lotta biologica ai patogeni delle piante
possono essere raggruppate in 3 categorie:
• la riduzione dell’inoculo attraverso l’impiego di antagonisti ai patogeni
bersaglio;
• la protezione della superficie della pianta ospite con gli antagonisti dai
patogeni bersaglio;
• la gestione delle incompatibilità tra l’ospite ed il patogeno attraverso
gli incroci varietali o l’inoculazione con ceppi mediamente virulenti o
avirulenti del patogeno.
Un microrganismo introdotto può essere utilizzato ai fini del controllo biolo-
gico attraverso un singolo meccanismo, o più frequentemente, attraverso più
di un meccanismo. Tuttavia, i meccanismi d’azione di alcuni Agenti di Lotta
Biologica (Biological Control Agents, BCAs) sono ancora sconosciuti. Un an-
tagonista è un microrganismo (batterio o fungo) che agisce contrastando un
patogeno bersaglio, interferendo con il suo ciclo biologico, oppure crescendo
associato ad esso (Baker and Cook, 1974).
L’antagonismo rappresenta l’opposizione al patogeno e include:
• competizione, cioè la capacità di una specie di escluderne un’altra attra-
verso maggiore rapidità e/o efficienza nello sfruttamento di una risorsa.
La competizione tra i microrganismi avviene per lo più per i nutrienti
(es. carboidrati, azoto o altri fattori di crescita) ma può verificarsi an-
che per lo spazio (es. siti di infezione) o per l’ossigeno. La competizione
8
Introduzione
tra un agente di biocontrollo ed un patogeno può condurre al controllo
della malattia, se la crescita dell’antagonista porta alla riduzione della
popolazione del patogeno o della produzione di inoculo;
• antibiosi, cioè la liberazione di un antibiotico o di altri composti chimici
da parte di un microrganismo e tossici per il patogeno;
• predazione, iperparassitismo, micoparassitismo o altre forme dirette di
sfruttamento del patogeno da parte di un altro organismo. Un micopa-
rassita è un fungo che vive all’interno o in intima associazione con un
altro fungo, da cui trae gran parte o tutti i nutrienti, senza offrire alcun
tipo di vantaggio. I micoparassiti vengono suddivisi in necrotrofici ed in
biotrofici: i primi uccidono le cellule ospiti per poi nutrirsene; i secondi,
invece, si nutrono di ospiti viventi.
• induzione di resistenze nelle piante ospiti. Quest’ultimo è un importante
meccanismo di azione nella lotta biologica nei tessuti vegetali (Elad,
1996).
Tra questi meccanismi, nei sistemi naturali, la competizione, l’antibiosi e
l’iperparassitismo giocano un ruolo fondamentale nel determinare le relazioni
tra due microrganismi (Lumsen, 1981; Singh and Faull, 1986). I funghi, ad
esempio, hanno evoluto molti meccanismi per estrarre nutrienti da un’ampia
varietà di habitat. Durante l’evoluzione, la competizione per nutrienti e per
lo spazio negli habitat fungini, si è trasformata nello sviluppo di metodi per
l’antagonismo o la soppressione di competitori.
1.1.1 Lotta biologica in floricoltura
L’interesse sempre più marcato dei consumatori verso prodotti biologici si sta
allargando anche alla produzione floricola. Nei paesi del Nord Europa opera-
no da alcuni anni organizzazioni di consumatori che richiamano l’attenzione
del cittadino verso specie da fiore che possano essere prodotte in maniera
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sostenibile. Nel caso delle produzioni floricole, pur non sussistendo o risul-
tando più limitato per il consumatore il rischio derivante dalla presenza di
residui di fitofarmaci, si va affermando il desiderio di introdurre nelle proprie
abitazioni fiori e piante che non siano stati sottoposti ad un numero eccessivo
di interventi chimici.
Il fiore o la pianta da appartamento non sono beni di prima necessità,
bensì rappresentano la soddisfazione di un bisogno accessorio in cui la com-
ponente estetica ha la prevalenza su altri fattori. Il fiore deve, quindi, essere
esente da difetti e segni di parassiti e attraente dal punto di vista estetico. Il
caso della floricoltura biologica si discosta in modo evidente dal mondo della
coltivazione biologica per scopi alimentari, in cui l’acquirente ha la percezione
di usufruire di un prodotto alimentare che non presenta residui di prodotti
fitosanitari. Per cui il maggior prezzo dei prodotti biologici è corrisposto dalla
percezione di maggior salubrità dell’alimento.
L’adeguamento del settore floricolo alle norme dell’agricoltura biologica
pone molte difficoltà sia nel campo della difesa che nella messa a punto di
tecniche colturali. In questo senso le problematiche sono evidenti, a partire
dalla disponibilità di efficaci mezzi di lotta alternativi, tenendo conto anche
del fatto che ci sono specie attaccate da un gran numero di patogeni (es. la
rosa) e dai problemi di contenimento delle malattie che ne derivano.
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1.2 I biofitofarmaci
L’individuazione di un organismo antagonista di un patogeno ha come ultimo
scopo la realizzazione di un biofitofarmaco. Con il termine biofitofarmaci si
intendono quei prodotti fitosanitari i cui principi attivi sono costituiti da mi-
crorganismi viventi. Come abbiamo precedentemente visto (par. 1.1.1), uno
dei principali problemi delle coltivazioni biologiche è la disponibilità di pro-
dotti fitosanitari autorizzati. Negli ultimi decenni la crescente necessità di
disporre di prodotti per la difesa di questo tipo di colture ha dato notevole
impulso allo sviluppo di biofitofarmaci. Come è facile intuire, uno dei mag-
giori punti di forza di questi prodotti è la sicurezza ambientale. Nei prodotti
tradizionali il principio attivo è un composto chimico naturale o di sintesi.
Nella maggior parte dei casi si tratta di molecole non biodegradabili che si
accumulano a vari livelli della catena trofica. L’accumulo di queste sostan-
ze chimiche determina la riduzione delle popolazioni di determinate specie
causando un’alterazione dell’ecosistema. Nel caso dei biofitofarmaci, invece,
il principio attivo è un microrganismo vivente.
I microrganismi che costituiscono il principio attivo dei biofitofarmaci
possiedono una specificità di azione contro il patogeno, per questo motivo
l’impatto sugli organismi non target è limitato, se non assente. Ed è per que-
sto stesso motivo che i biofitofarmaci non presentano rischi concreti contro
gli esseri umani. Inoltre nella fase di selezione uno step è dedicato ad una ac-
curata valutazione circa le capacità del microrganismo di produrre molecole
tossiche. Uno degli aspetti più vantaggiosi nell’impiego dei biofitofarmaci è la
scarsa tendenza ad indurre lo sviluppo di organismi target resistenti. Questa
proprietà è strettamente correlata alla natura dell’interazione antagonistica,
che essendo basata su più di un meccanismo d’azione rende difficile lo svi-
luppo di individui resistenti. Per quanto riguarda la possibilità di impiego
delle biotecnologie nello sviluppo di un biofitofarmaco è necessario fare alcu-
ne osservazioni. Considerata la natura tendenzialmente batterica o fungina
dei principi attivi dei biofitofarmaci, le tecniche di modificazione genetica
possono essere agevolmente impiegate, perché questi microrganismi, oltre ad
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essere facilmente manipolabili, presentano un rapido accrescimento e sono
inoltre capaci di avere generazioni successive in un breve lasso di tempo.
Tuttavia, l’impiego dell’ingegneria genetica non può avere come obiettivo la
costituzione di un organismo antagonista. Questo perchè la base genetica che
rende un organismo un buon antagonista è molto ampia, si tratta di carat-
teri poligenici e, ad oggi, le basi molecolari dell’antagonismo sono per lo più
ignote. Soltanto nel caso in cui l’antagonismo sia basato sulla produzione di
sostanze tossiche, ad esempio antibiotici, e qualora sia nota la via biosintetica
che porta alla sintesi di quella determinata molecola, allora si può prevedere
di clonare il gene chiave della via biosintetica e modificare la via biosintetica
nell’organismo di interesse. Altri obiettivi dell’ingegneria genetica possono
riguardare il miglioramento di alcune caratteristiche di un organismo che è
già di per sè un buon antagonista, rendendolo resistente a determinati stress
ambientali o migliorando la sua compatibilità con altri fitofarmaci chimici o
con concimi tossici per il microrganismo.
Nonostante i numerosi vantaggi derivanti dal loro impiego, i biofitofarma-
ci non presentano una significativa diffusione. Uno tra i principali motivi è
senza dubbio lo sfavorevole confronto con i composti organici di sintesi carat-
terizzati da efficacia immediata, effetto abbattente, ampio spettro d’azione,
facilità di preparazione ed applicazione.
Uno tra gli svantaggi più significativi è la limitata efficacia biologica,
infatti, l’impiego dei biofitofarmaci è possibile quando la pressione della ma-
lattia non è ancora troppo elevata, altrimenti il microrganismo è incapace
di contenere la popolazione target. Questo limite è dovuto ad una lentezza
del fitofarmaco nel produrre effetti. Questa lentezza è intrinseca alla natura
biologica del principio attivo. Il microrganismo infatti, ha bisogno di tempo
per svilupparsi ed agire nel contenimento della popolazione infestante. I bio-
fitofarmaci, inoltre, presentano uno spettro d’azione assai più ridotto rispetto
ai prodotti di sintesi. Questo, per l’utilizzatore, si traduce in uno svantaggio
economico sia diretto, dovuto all’acquisto di un numero maggiore di prodotti
per combattere specie diverse che invece potrebbero essere controllate con un
12
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singolo prodotto chimico, sia indiretto dovuto alla necessità di effettuare un
numero maggiore di trattamenti.
Un altro svantaggio proprio dei biofitofarmaci riguarda la durata e le con-
dizioni di conservazione. Per quanto concerne la durata, si fa riferimento alla
shelf life, che è il numero di mesi a cui corrisponde una sopravvivenza del 50%
dei propaguli. La shelf life dei biofitofarmaci non può essere inferiore ai 18
mesi, mentre l’optimum è di 2 - 4 anni. La shelf life dipende da molti fattori,
primo tra tutti dalla specie fungina e, più precisamente, dipende dalle strut-
ture svernanti che è capace di produrre. Prioritario è anche il ruolo rivestito
dalla temperatura e dall’umidità presenti, tanto nella fase di produzione che
in quella di conservazione. In particolare in questa ultima fase è importante
mantenere una umidità bassa e, per quanto possibile, una bassa temperatura.
Anche il terreno nutritivo utilizzato nella fase di produzione della biomassa
influenza la durata della shelf life, più in dettaglio, è il rapporto C/N ad
influenzare l’accumulo di metaboliti secondari che giocano un ruolo chiave
nel condizionare la durata della shelf life. Inoltre, è possibile migliorare la
durata del prodotto anche nella fase di formulazione, addizionando prodotti
che aumentano la sopravvivenza dei propaguli.
Tra i biofitofarmaci ed i prodotti chimici, oltre alle differenze dovute ai
fattori intrinseci precedentemente esaminate, esistono delle difformità anche
nelle modalità di preparazione ed impiego: ad esempio, nel caso dei formu-
lati solidi, l’applicazione è resa più difficoltosa per la tendenza del prodotto
a formare glomeruli; inoltre esistono problemi di compatibilità con altri fi-
tofarmaci o concimi, che spesso risultano tossici per il microrganismo. Un
discorso a parte va fatto per i costi di sviluppo e di registrazione: benché
inferiori rispetto a quelli necessari per i prodotti chimici di sintesi, influisco-
no pesantemente sulla loro diffusione commerciale. Il motivo principale di
questa dipendenza è, ancora una volta, la ridotta dimensione del mercato a
cui sono destinati questi prodotti.
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I biofitofarmaci possono essere usati nella lotta a:
- patogeni vegetali;
- erbe infestanti;
- insetti fitofagi;
- nematodi parassiti.
Tra questi il più sviluppato è la lotta ai patogeni vegetali, ed in dettaglio
possiamo dire che i 4 principali campi di applicazione sono:
- patogeni trasmessi per seme;
- patogeni tellurici;
- malattie della parte aerea;
- malattie del post raccolta
Lo sviluppo di un biofitofarmaco si articola in 4 steps:
Isolamento. L’isolamento è la prima fase dello sviluppo di un biofitofarma-
co e si pone l’obiettivo di cercare e trovare i candidati ideali per il ruolo di
antagonista. Condizione necessaria per avere successo in questa prima fase
è studiare in dettaglio la biologia del patogeno che si intende combattere. Il
primo problema che si pone nella fase di isolamento riguarda la scelta dei
luoghi in cui ricercare i potenziali antagonisti. Le strategie applicabili sono
due: la prima prevede di cercare i potenziali antagonisti negli stessi ambienti
in cui vive il patogeno; l’altra strategia, invece, cerca i potenziali antagonisti
in modo causale, prelevandoli da ambienti molto diversi tra loro, anche geo-
graficamente distanti. Questo secondo tipo di approccio prevede la raccolta
di un elevato numero di organismi che successivamente saranno sottoposti a
screening massale. Possono essere presi in considerazione sia terreni coltivati,
caratterizzati da organismi già adattati alle condizioni ambientali di impiego,
ma con una ridotta variabilità; sia terreni naturali, caratterizzati da un’am-
pia variabilità di microrganismi, ma non adattati alle condizioni ambientali
14
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di impiego. E’ molto importante anche individuare il giusto periodo in cui
cercare i potenziali antagonisti, tenendo presente che dovranno svilupparsi
nelle medesime condizioni ambientali dell’organismo patogeno. Nella scelta
del potenziale antagonista è necessario considerare che esso dovrà essere pro-
dotto in modo massale, per questo è necessario che abbia esigenze nutrizionali
semplici e che sia capace di produrre in vitro delle strutture di sopravvivenza,
ad esempio spore, in modo che sia consentita la produzione di formulati che
abbiano una sufficiente shelf life.
Selezione. Il processo di selezione ha lo scopo di identificare i microrga-
nismi migliori da impiegare nella costituzione del biofitofarmaco all’interno
del pool di microrganismi isolati. Non esiste un metodo di selezione univer-
salmente valido, ma, anzi, il metodo di selezione deve essere adattabile in
funzione del patogeno target e, di conseguenza, del tipo di prodotto che deve
essere sviluppato. Il sistema di selezione deve essere mirato e deve presup-
porre una successione di steps di valutazione che abbiano una logica conse-
quenzialità. I parametri che devono essere valutati riguardano, in primis, la
capacità di sviluppo saprofitico, indispensabile per poter colonizzare l’am-
biente in cui dovrà svolgere la sua azione di biocontrollo; i parametri fisici
e chimici per il nutrimento, tanto più basse saranno le esigenze nutriziona-
li, tanto più semplice ed economica sarà la produzione di biomassa; inoltre
dovrà essere esclusa la capacità di produrre molecole o composti tossici per
l’uomo; infine dovrà essere valutata l’effettiva capacità del microrganismo di
controllare il patogeno nelle condizioni di allevamento.
Produzione di biomassa. La messa a punto di un sistema per la pro-
duzione di biomassa rappresenta una fase piuttosto delicata. La biomassa
deve essere prodotta in modo standardizzato, cosicché il prodotto sia unifor-
me e garantisca una uniformità di azione. E’ necessario che la biomassa sia
di alta qualità. Con il temine alta qualità si intende un prodotto costituito
da propaguli capaci di sopravvivere per tempi lunghi e che, nelle condizio-
ni opportune, siano prontamente capaci di svilupparsi. La biomassa, inoltre,
deve essere un prodotto ad alta densità, in modo che il biofitofarmaco sia
15
Introduzione
applicabile in opportuni volumi: non è pensabile distribuire un prodotto in
volumi troppo grandi. La biomassa può essere prodotta sia mediante fermen-
tazione liquida che mediante fermentazione solida. La fermentazione liquida
è particolarmente indicata per batteri e lieviti, che anche in natura occupano
ambienti liquidi. La fermentazione solida, invece, è particolarmente adatta
ai funghi filamentosi. La fermentazione solida può essere fatta utilizzando
substrati inerti (legno, perlite, vermiculite), a cui vengono aggiunte sostan-
ze nutritive, oppure utilizzando substrati non inerti (paglia, carta, crusca).
Altri parametri che devono essere tenuti sotto controllo sono la tempera-
tura, l’umidità ed il pH. La temperatura di grandi masse di microrganismi
che respirano all’interno di un contenitore (come può essere un fermentato-
re) tende a salire fino a livelli letali o subletali. L’umidità e la dimensione
delle particelle del substrato condizionano gli scambi gassosi ed il trasporto
di calore, perciò giocano un ruolo importante nel regolare la temperatura.
Affinché gli scambi gassosi siano favoriti è necessario che le particelle abbia-
no dimensioni ridotte. L’umidità relativa del substrato deve essere almeno
del 12%, ma non può superare valori a cui corrisponde la presenza di acqua
libera. La situazione ideale è quella di un substrato in cui le singole particelle
che lo compongono sono circondate da un velo di acqua, ma gli spazi tra le
particelle sono occupati dall’aria. Un altro parametro importante è il pH: i
batteri prediligono ambienti subalcalini, mentre i funghi prediligono ambienti
subacidi.
Formulazione. La formulazione rappresenta l’insieme delle fasi che con-
sentono la preparazione del biofitofarmaco. Il primo step critico successivo al-
la produzione massale prende il nome di stabilizzazione e consiste nel togliere
fisicamente la biomassa prodotta nel fermentatore. Questo step è particolar-
mene delicato perché la raccolta del materiale può determinare la lacerazione
delle strutture cellulari con conseguente liberazione di proteasi che, attaccan-
do le proteine di membrana e di parete determinano una diminuzione della
qualità della biomassa. Per evitare che questo accada, alla biomassa vengono
aggiunti inibitori delle proteasi che, generalmente, sono fenoli. La manipola-
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zione della biomassa, inoltre, può facilitare la contaminazione del materiale,
per cui è necessario adottare tutti gli accorgimenti opportuni affinché ciò non
avvenga. In questa fase vengono aggiunti anche tutti quei coformulanti che
hanno la funzione di prolungare la shelf life durante l’immagazzinamento, di
rendere il prodotto facilmente applicabile, ad esempio evitando la formazione
di glomeruli che possano ostruire i pori dei diffusori o che limitino la forma-
zione di schiuma, e tutti quei prodotti che sono necessari per migliorare la
bagnabilità o favorire l’adesione delle particelle o aumentare la resistenza al
dilavamento dopo l’applicazione del prodotto, nonché coformulanti partico-
lari come, ad esempio, prodotti per la difesa dai raggi UV, che riducono la
mortalità dei microrganismi, oppure coformulanti che rendano appetibile il
prodotto ad un particolare patogeno come, ad esempio, nel caso della lotta
contro insetti entomopatogeni.
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1.3 Trichoderma in lotta biologica
Il genere Trichoderma fu identificato per la prima volta nel 1794 da Persoon
e consiste in funghi anamorfici i cui teleomorfi appartengono al genere Hy-
pocrea (ordine Hypocreales, classe Pyrenomycetes, divisione Ascomycota). Il
genere Hypocrea fu descritto per la prima volta nel 1925 ad opera di Elias
Fries. La relazione tra le due forme, anamorfa e teleomorfa, fu identificata
soltanto nel 1957 ad opera di Dingley e successivamente, da Webster e Rifai
(Rifai and Webster, 1966; Webster and Rifai, 1968). Gli individui apparte-
nenti al genere Trichoderma, generalmente, possiedono elevate velocità di
accrescimento. Inizialmente il micelio delle colonie in sviluppo è immerso nel
substrato di crescita. La colonia può presentare un micelio aereo ialino che
può assumere un aspetto variabile tra disordinato, fioccoso, lanoso o aracnoi-
de in base al ceppo ed al mezzo di coltura. Alcuni isolati possono modificare
il colore del substrato di coltura rilasciando pigmenti di colore giallo, ambra,
verde, rosso tenue o marrone chiaro. Una delle caratteristiche peculiari di que-
sto genere è la produzione di odori di cocco o canfora, con intensità variabili
tra il molto pronunciato ed il fortissimo. I conidiofori possono essere prodotti
dalla colonia in modo diffuso, a ciuffi o con formazione di pustole compat-
te; generalmente vengono prodotti in distinti anelli concentrici dalle tipiche
sfumature verdi, solo raramente possono essere bianche, grigie o marroni.
I conidiofori in molte specie sono costituiti da un largo asse principale che
porta ramificazioni laterali ad intervalli regolari, queste stesse ramificazioni
producono, a loro volta, ramificazioni secondarie, che diventano progressiva-
mente più corte e sottili quanto più sono adiacenti all’apice. Le ramificazioni
possono essere più o meno divergenti, solitarie, opposte o in verticilli; ramifi-
cazioni verticillate ripetute possono portare alla formazione di una struttura
piramidale altamente ramificata; in altre specie la ramificazione è meno re-
golare con ramificazioni solitarie od opposte e con ramificazioni secondarie
scarse. Ciascuna ramificazione termina con una o più fialidi. Le fialidi sono
tipicamente disposte in verticilli divergenti posti alle estremità delle ramifi-
cazioni dei conidiofori, oppure in verticilli posti direttamente al di sotto dei
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setti presenti lungo il conidioforo e lungo le ramificazioni. In altri casi possono
essere presenti fialidi opposte o solitarie disposte irregolarmente. Per quanto
riguarda la forma esistono fialidi cilindriche, subglobose o ampolliformi. I co-
nidi sono monocellulari, generalmente di colore verde, oppure possono essere
incolori, grigi o marroni. La parete può essere liscia, rugosa, sinuosa, bollosa
o può presentare sporgenze simili ad ali derivanti dalla parete esterna. Per
quanto riguarda la forma, esistono conidi subglobosi, ellissoidi, allungati o
cilindrici. I conidi generalmente appaiono secchi, ma in molte specie possono
essere contenuti in gocce di un liquido giallo o verde chiaro (come nel caso di
T. virens e T. flavofuscum). Approssimativamente le dimensioni dei conidi
sono 3 - 5 µm x 2 - 4 µm. Le clamidospore sono comunemente presenti nelle
colonie e sono abbondanti soprattutto nel micelio sommerso; possono essere
intercalari o terminali su corte ramificazioni laterali di ife vegetative; gene-
ralmente sono unicellulari, ma in alcune specie sono multicellulari (come ad
esempio in T. stromaticum); possono essere di forma globosa od ellissoide;
possono essere di colore verde o giallo scolorito oppure incolori; presentano
parete liscia e, a volte, ispessita (fino a 4 µm). Le ife vegetative generalmen-
te sono ialine, con parete liscia, larghe 2 - 10 µm, meno frequentemente o
nel micelio sommerso le ife possono essere di colore giallo chiaro, con parete
irregolare ed ispessita, fino ad essere larga 16 µm.
Al genere Trichoderma appartengono funghi ubiquitari a rapida crescita,
che sono estremamente comuni nei suoli agricoli, nelle foreste, nelle prate-
rie ed in suoli desertici di tutte le zone climatiche (contengono circa 101-103
propaguli per grammo). Si tratta di funghi saprofiti, prolifici produttori di
proteine extracellulari, tra le quali un vasto assortimento di enzimi degrada-
tori, come cellulasi e chitinasi, e piu di 100 differenti metaboliti con attività
antibiotica riconosciuta (Kubicek and Harman, 1998; Sivasithamparam and
Ghisalberti 1998). Questo ampio spettro enzimatico conferisce loro la capaci-
tà di trasformare un’ampia varietà di materiale sia organico che xenobiotico.
Le specie appartenenti al genere Trichoderma possiedono un metabolismo
estremamente versatile. Possono utilizzare come fonte di carbonio un’ampia
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varietà di substrati, inoltre sono uno dei pochi gruppi di organismi capaci di
utilizzare composti costituiti da un solo atomo di carbonio. Molti ceppi, inol-
tre, sono capaci di degradare gli idrocarburi (Davies and Westlake, 1979) e
questo è dimostrato anche dal fatto che costituiscono la componente maggiore
della popolazione fungina presente in suoli contaminati (Gudin and Charter,
1977; Llaos and Kjøller, 1976; Pinholt et al., 1979). Come fonte di azoto sono
capaci di utilizzare dai composti ammoniacali agli aminoacidi, alle proteine,
mentre l’assimilazione di nitrato è scarsa e specie specifica (Danielson and
Davey, 1973).
L’abbondanza di Trichoderma spp. in vari suoli, unita all’ampia versati-
lità metabolica, alla capacità di colonizzare dinamicamente la rizosfera della
pianta ed all’abilità di competere e reprimere un gran numero di patoge-
ni delle piante, sono la diretta evidenza del ruolo che queste specie fungine
possono giocare nel controllo biologico (Papavizas, 1985; Chet, 1987).
1.3.1 Meccanismi di azione di Trichoderma in lotta bio-
logica
Le interazioni antagonistiche fra Trichoderma e gli altri funghi sono il risul-
tato dell’antibiosi, del micoparassitismo, della competizione per i nutrienti e
dell’induzione di resistenza. Questi meccanismi non si escludono a vicenda; un
meccanismo antagonistico, infatti, può ricadere in ognuna di queste categorie.
Ad esempio, il controllo di Botrytis spp. sui grappoli d’uva da parte di Tri-
choderma coinvolge sia la competizione per i nutrienti sia il micoparassitismo
degli sclerozi, ed entrambi portano alla soppressione dell’abilità del patogeno
di causare e perpetuare la malattia (Dubos, 1987). Antibiosi e micoparassi-
tismo possono essere entrambi coinvolti nella competizione per i nutrienti; si
sa, inoltre, che la produzione di metaboliti tossici è condizionata dallo stato
dei nutrienti nel mezzo di crescita (Ghisalberti and Sivasithamparam, 1991;
Howell and Stipanovic, 1995). Alcuni studi hanno dimostrato che antibiotici
ed enzimi idrolitici non sono solo prodotti insieme, ma agiscono sinergica-
mente nell’antagonismo micoparassitario (Di Pietro et al., 1993; Schirmböck
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et al., 1994). Alcune interazioni antagonistiche inoltre non cadono in alcuna
delle categorie classiche. Ad esempio, è stato scoperto che l’agente di bio-
controllo T. harzianum riduce la patogenicità di B. cinerea causando una
diminuzione nella produzione di enzimi degradativi della pectina da parte
del patogeno (Zimand et al., 1996).
Il primo meccanismo di azione che andremo ad esaminare è l’antibiosi,
che consiste nella produzione e nella conseguente liberazione, da parte di un
microrganismo, di un antibiotico o di altri composti chimici dannosi per il pa-
togeno. I funghi del genere Trichoderma producono una varietà di metaboliti
secondari volatili e non volatili, alcuni dei quali inibiscono altri microrganismi
con i quali non sono fisicamente in contatto. Queste sostanze inibitorie sono
considerate antibiotici (Hjelrod and Tronsmo, 1988). I metaboliti antifungini
più conosciuti prodotti da questo genere sono la gliovirina, la gliotossina, la
trichodermina e la trichozianine, attive contro una vasta gamma di funghi
e batteri (Papavizas, 1985), ed il 6-n-pentil-2H-pirone-2-uno (PPT) respon-
sabile del profumo di cocco (Claydon et al., 1987) caratteristico di alcuni
isolati di Trichoderma. I gruppi delle specie di Trichoderma differiscono nel-
l’abilità di produrre vari antibiotici. L’ambiente influenza qualitativamente e
quantitativamente la produzione di questa classe di composti; inoltre, speci-
fici antibiotici colpiscono differentemente vari patogeni (Claydon et al., 1987;
Dennis and Webster, 1971 a,b; Ghisalberti e Sivasithamparam, 1991; Howell
and Stipanovic, 1995).
Come molti microrganismi (Fiddaman and Rossall, 1993; Dennis and
Webster, 1971b; Pandey et al., 1993), Trichoderma produce alcuni Com-
posti Organici Volatili (VOCs). La produzione di VOCs riveste un ruolo
fondamentale nel determinare le relazioni ecologiche tra gli organismi (Mo-
we, 1984; Hamilton-Kemp et al., 1992; Andersen et al., 1994). Certi VOCs
sono efficaci nell’inibire la crescita di diversi patogeni delle piante. La capa-
cità di alcuni isolati di Trichoderma spp. di produrre composti volatili ad
effetto fungicida sono note da tempo (Bilai, 1956; Khasanov, 1962). Dick e
Hutchinson (1966) dimostrarono che la crescita fungina poteva essere inibita
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o stimolata dai composti volatili microbici. Studi successivi dimostrarono che
ceppi di Trichoderma spp. producevano VOCs in grado di inibire la crescita
di alcuni funghi, compreso il basidiomicete Fomes annosus (Dennis e Web-
ster, 1971a). Successivamente Bruce et al. (1984) dimostrarono che isolati di
Trichoderma harzianum e Trichoderma polysporum erano capaci di inibire
l’accrescimento del basidiomicete Lentinus lepideus. L’inibizione dell’accre-
scimento era seguita dal rilascio di un pigmento rosso. Indagini al microscopio
dimostrarono, inoltre, che in vicinanza del pigmento rosso si poteva osserva-
re una totale distruzione del micelio e la lisi delle pareti cellulari. Accurate
indagini al microscopio esclusero la formazione di interazioni ifali, come ad
esempio coilings, o penetrazione del micelio, dimostrando che i composti vo-
latili prodotti da Trichoderma, da soli, erano responsabili dell’inibizione e
della lisi cellulare. Wheatley et al. (1997) dimostrarono che la produzione
dei composti volatili è fortemente influenzata dal mezzo di crescita: terreni
nutrizionalmente più ricchi determinano la produzione di un maggior nume-
ro di VOCs ed una maggior quantità di ciascun singolo composto volatile.
Inoltre, mediante analisi cromatografiche, furono caratterizzati i metaboliti
volatili prodotti da Trichoderma pseudokoningii (isolato T64) e Trichoderma
viride (isolato T60): in totale i due isolati sono capaci di produrre 45 diversi
composti volatili.
Micoparassitismo. Trichoderma spp. parassitizza una vasta gamma di
funghi fitopatogeni. Gli eventi che portano al micoparassitismo sono com-
plessi. L’interazione tra i micoparassiti ed i loro funghi bersaglio si articola
in quattro fasi:
1. crescita chemiotrofica, nella quale uno stimolo chimico emesso dal pa-
togeno bersaglio attrae l’antagonista;
2. riconoscimento specifico, probabilmente mediato da lectine sulla super-
ficie cellulare del patogeno e dell’antagonista;
3. contatto ed avvolgimento delle ife del fungo micoparassita intorno a
quelle dell’ospite;
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4. secrezione di enzimi litici (chitinasi, glucanasi. . . ) che degradano la
parete cellulare dell’ospite e consentono la successiva acquisizione dei
nutrienti.
I ceppi di Trichoderma inizialmente individuano gli altri funghi ed in seguito
crescono tropicamente verso essi (Chet et al., 1981). La catena di tradu-
zione del segnale che si attiva in seguito al riconoscimento del fungo ospite
non è ancora nota. Evidenze sperimentali indicano che il segnale è tradotto
da proteine G eterotrimetriche mediante l’implicazione di cAMP (Omero et
al., 1999). La percezione è parzialmente dovuta all’espressione sequenziale di
enzimi degradativi delle pareti cellulari. Isolati differenti possono seguire dif-
ferenti patterns di induzione, ma i funghi apparentemente producono sempre
bassi livelli di una esochitinasi extracellulare. La diffusione di questo enzima
catalizza il rilascio di oligomeri di parete cellulare dai funghi target, e questo
a sua volta induce l’espressione di endochitinasi fungitossiche (Brunner et
al., 2003), che diffondono ed iniziano l’attacco sul fungo target prima che il
contatto sia realmente avvenuto (Zeilinger et al., 1999; Viterbo et al., 2002).
Una volta che i funghi sono venuti in contatto, Trichoderma spp. attacca
l’ospite e può avvolgersi attorno ad esso e formare appressori sulla superfi-
cie dell’ospite. L’attacco è mediato dal legame dei carboidrati nelle pareti
cellulari di Trichoderma alle lectine del fungo target (Inbar et al., 1996).
Una volta in contatto, Trichoderma produce molti enzimi fungitossici che
degradano le pareti cellulari (Chet et al., 1998), e probabilmente anche anti-
biotici peptaboliti (Schirmböck et al., 1994). Le attività combinate di questi
composti risultano nel parassitismo del fungo target e nella dissoluzione del-
le pareti cellulari. Sul sito degli appressori, possono essere prodotte lesioni
della parete ifale del fungo target attraverso le quali le ife di Trichoderma
entrano direttamente nel citoplasma del fungo ospite. Ci sono almeno 20-30
geni conosciuti, proteine ed altri metaboliti che sono direttamente coinvolti
in questa interazione, che è tipica dei sistemi complessi usati da questi funghi
nelle loro interazioni con altri organismi (Harman et al., 2004).
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Competizione. Come saprofita del suolo, Trichoderma è biologicamente
adatto alla colonizzazione aggressiva dei nutrienti disponibili ed alla persi-
stenza quiescente, come clamidospore e conidi, quando i nutrienti sono man-
canti. Le caratteristiche saprofitiche di questo genere si riflettono nel suo im-
piego come agente di biocontrollo: quando la presenza di nutrienti ne favorisce
la crescita, questi funghi colonizzano il substrato rapidamente, impiegando
a volte l’antibiosi o il micoparassitismo contro i loro competitori. La rapida
velocità di crescita, la prolifica produzione di conidi e l’ampia versatilità nel-
l’utilizzo del substrato fanno del Trichoderma un saprofita veramente efficace
ed il successo nell’applicazione di questo fungo come agente di biocontrollo
coinvolge di solito alcune forme di competizione per i nutrienti. L’estensione
del micelio del patogeno sulla superficie della pianta è correlata con la severi-
tà delle necrosi. In questo caso la competizione risulta, molto probabilmente,
una strategia di controllo biologico di successo contro i patogeni dipendente
dalla rapida colonizzazione del sito o dei nutrienti, se Trichoderma colonizza
pesantemente il sito prima che altri microrganismi vi si stabiliscano (Fokke-
ma, 1995; Hannusch and Boland, 1996). Un esempio è dato dall’applicazione
di Trichoderma nella fillosfera per il biocontrollo di Botrytis e Sclerotinia
spp., patogeni che invadono opportunisticamente i tessuti morti o senescenti
delle piante utilizzandoli come base nutritiva dalla quale invadono i tessuti
sani. Quando isolati di Trichoderma appropriatamente selezionati vengono
spruzzati sui fiori della vite durante la fioritura, sono capaci di colonizzare i
tessuti in senescenza, ritardando la colonizzazione di Botrytis, e riducendo i
successivi livelli di malattia nei frutti (Dubos, 1987; Gullino, 1992; Harman
et al., 1996). L’importanza dei tempi di applicazione indica che l’inibizione
è dovuta ad una colonizzazione competitiva: ripetute applicazioni dell’anta-
gonista durante la fioritura danno i risultati migliori, ma l’applicazione più
importante è quella durante la tarda fioritura, quando i petali iniziano la
senescenza. L’applicazione dell’antagonista solo sulle bacche non è sufficien-
te a prevenire la malattia (Dubos, 1987). Un altro caso di competizione di
Trichoderma risultato essere efficace è quello per gli essudati radicali delle
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piante. Ne sono un esempio le malattie causate da Pythium ultimum in mol-
ti raccolti di cereali e vegetali che prendono inizio dalla rapida risposta del
patogeno agli essudati dei semi. Gli sporangi germinano ed infettano il seme
entro poche ore dalla semina in un terreno infestato (Nelson, 1987). Il tratta-
mento dei semi con Trichoderma risulta essere efficace nella riduzione della
germinazione degli sporangi (Ahmad and Baker, 1988), un fenomeno attri-
buito alla competizione per gli stimolanti della germinazione (Harman and
Nelson, 1994). Infine un caso di competizione per nutrienti, principalmente
carbonio, azoto e ferro, è stato documentato (Couteaudier, 1992; Sivan and
Chet, 1989) come meccanismo implicato nel biocontrollo e nella soppressione
di isolati di Fusarium spp. patogeni da parte di isolati di Trichoderma.
Uno dei composti per cui spesso si assiste a fenomeni di competizione e
che è considerato un fattore limitante per la crescita di molti microrganismi è
il ferro. Sebbene il ferro sia richiesto in quantità ridotte, riveste una primaria
importanza nel metabolismo cellulare come donatore ed accettore di elettro-
ni, in particolare nel processo fisiologico chiamato respirazione a nitrato. Il
nitrato, infatti, può essere utilizzato dai funghi (ma anche dai batteri) come
accettore terminale di elettroni al posto dell’ossigeno, in condizioni almeno
parzialmente anaerobie, ed il ferro è parte di un complesso citocromico che
partecipa alla catena di trasporto elettronico correlata. Sebbene il ferro sia il
quarto elemento più abbondante della crosta terrestre, in condizioni aerobi-
che e di pH neutro esso tende a formare idrossidi altamente insolubili che lo
rendono disponibile per gli organismi viventi solo a concentrazioni inferiori a
10−18 M. Nei funghi, le ife assorbono il ferro con meccanismi diversi rispetto
a quelli impiegati per gli altri nutrienti minerali, infatti, in alcuni casi, l’assi-
milazione avviene mediante emissione di composti organici chelanti, chiamati
siderofori, che sono capaci di legare il ferro intrappolandolo, e quindi sottraen-
dolo all’ambiente. I siderofori vengono esportati all’esterno dell’ifa, dove si
legano al ferro, e successivamente vengono riassorbiti mediante una proteina
di membrana specifica. I siderofori sono molecole a basso peso molecolare
(500-1000 Da) prodotte da batteri e funghi. Sono note poche specie incapa-
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ci di produrre queste molecole chelanti, tra le quali, i batteri strettamente
anaerobi ed i lieviti appartenenti alla specie Saccharomyces. In accordo con
la natura chimica dei gruppi che chelano il ferro, i siderofori possono essere
classificati come idrossammati o catecolati. I composti chelanti, prodotti dai
funghi, rientrano nella categoria degli idrossammati. Generalmente i funghi
producono più di un tipo di siderofori, molti producono più di una dozzina
di siderofori strutturalmente differenti. La ragione di questa ampia variabi-
lità può essere spiegata nell’ottica di una maggiore capacità di adattamento
alle frequenti variazioni delle condizioni ambientali. La varietà di siderofo-
ri prodotti da un organismo può essere ristretta ad una particolare famiglia
strutturale, ma in molti casi i funghi sintetizzano siderofori di differenti fami-
glie strutturali. All’interno del genere Trichoderma, T. longibranchiatum e T.
pseudokoningii, ad esempio, producono siderofori riconducibili a tutte e tre
le famiglie strutturali, quindi sia di tipo fusigeno, che ferricromico che copro-
genico (Anke et al., 1991). Ci sono sostanziali evidenze che dimostrano come
i siderofori giochino un ruolo nel biocontrollo di microrganismi fitopatogeni,
infatti, attraverso il sequestro del ferro vengono esposti a stress ambientali
e nutrizionali che portano ad una conseguente inibizione della loro crescita
o dell’attività metabolica (Loper 1990; Misaghi et al., 1982), e ad interrom-
pere il ciclo riproduttivo con una conseguente esclusione del patogeno dalla
nicchia ecologica (Duijiff et al., 1994).
L’induzione di resistenza nelle piante da parte di Trichoderma spp. è
stata poco studiata in raffronto ai risultati ottenuti dai rizobatteri, forse per-
ché la comunità di ricerca su Trichoderma si è focalizzata su fattori che sono
stati associati con gli effetti diretti sugli altri funghi, specialmente il micopa-
rassitismo e l’antibiosi. La prima dimostrazione dell’induzione di resistenza
da parte di Trichoderma fu pubblicata nel 1997 da Bigirimana et al. (1997).
Un suolo trattato con l’isolato T-39 di T. harzianum ha permesso la crescita
di piante di fagiolo resistenti alle malattie causate dai patogeni Botrytis cine-
rea e Colletotrichum lindemuthianum, sebbene T-39 fosse presente solo sulle
radici e non sulle foglie. Lo stesso gruppo estese le sue ricerche ad altre piante
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dicotiledoni (De Meyer et al., 1998). Studi simili sono stati recentemente ef-
fettuati su un’ampia gamma di piante, incluse monocotiledoni e dicotiledoni,
e con differenti specie ed isolati di Trichoderma. L’abilità dell’isolato T-22
di T. harzianum di indurre resistenza sistemica verso i patogeni in piante di
mais è particolarmente degna di nota poiché non ci sono risultati simili di
induzione di resistenza in questa specie da parte di altri organismi simbionti
o associati alle radici (Harman et al., 2004). La capacità di indurre resistenza
verso una serie di malattie causate da varie classi di patogeni (inclusi fun-
ghi, batteri e virus) in un’ampia varietà di piante, sembra essere largamente
diffusa in questo genere fungino. Comunque, rimane ancora molto da capire
sui sistemi specifici coinvolti. Ceppi mutanti e selvatici sono stati testati per
la loro abilità nel controllo di Rhizoctonia solani su semi di cotone, ma né
la produzione di antibiotici né il micoparassitismo sono stati associati con il
biocontrollo. L’abilità dei ceppi di Trichoderma di indurre la produzione di
composti di difesa (fitoalessine) è stata strettamente correlata con il controllo
della malattia. I dati indicano che, contrariamente alle precedenti opinioni sui
meccanismi di biocontrollo, gli effetti diretti sui patogeni delle piante sono so-
lo uno dei meccanismi implicati, e sono forse meno importanti dell’induzione
di resistenza. In questo caso i ceppi di T. virens sembrano indurre resistenza
localizzata, ma non sistemica (Howell, 2003). La maggior parte degli altri
ceppi induce resistenza sistemica in una varietà di piante. Uno dei risultati
più utili è che la resistenza indotta, almeno con il ceppo rizosfera-competente
T-22, ha fornito un controllo che era sia spazialmente che temporalmente di-
stante dal punto di applicazione. In campi sperimentali, infezioni naturali di
Alternaria solani su pomodoro, sono state sostanzialmente ridotte su foglie
tramite l’applicazione sulle radici di T-22 più di cento giorni prima (Seaman,
2003). I dati indicano così, che la resistenza indotta, localizzata o sistemica
è una componente importante del controllo delle malattie delle piante trami-
te Trichoderma spp.. Meccanismi diversi potrebbero essere responsabili del
biocontrollo causato da ceppi differenti, in piante differenti e con patogeni
differenti (Woo et al., 1999). La ricerca con T. virens ha prodotto altri risul-
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tati interessanti. Le fitoalessine, generalmente, sono tossiche per la maggior
parte dei funghi ma i ceppi di biocontrollo sono molto più resistenti a questi
composti di quanto lo siano la maggior parte degli altri funghi (Howell et
al., 2000). Infatti è stato riscontrato, in generale, che Trichoderma spp. è
altamente resistente ad una varietà di tossine e composti xenobiotici, com-
presi gli antibiotici prodotti da altri microrganismi, composti antimicrobici
delle piante e fungicidi chimici (Harman et al., 1996). La base molecolare di
questa resistenza, che rende questo fungo un attivo colonizzatore di ambienti
tossici ed un forte antagonista, è stata parzialmente illustrata con la recente
scoperta che ceppi di Trichoderma producono permeasi ATP-dipendenti che
mediano il trasporto di diversi substrati attraverso le membrane biologiche
(Lanzuise et al., 2002). In Trichoderma spp. si è visto che i trasportatori
ABC sono importanti in molti processi. Questi comprendono la resistenza ad
agenti intossicanti ambientali che vengono prodotti dalla microflora del ter-
reno o introdotti dall’attività umana (ad esempio fungicidi e metalli pesanti)
e secrezione di fattori (antibiotici ed enzimi che degradano la parete cellu-
lare) che sono necessari per stabilire un’interazione compatibile con il fungo
ospite, o per creare un microambiente favorevole (Lanzuise et al., 2002). I
trasportatori ABC probabilmente sono necessari per stabilire interazioni mi-
coparassitarie con i funghi patogenici della pianta (Lanzuise et al., 2002;
Ruocco et al., 2002).
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1.4 La tracheomicosi del garofano
Sotto il nome di tracheomicosi si annoverano le malattie caratterizzate da una
prevalente localizzazione di un patogeno di natura fungina nel sistema vasco-
lare legnoso delle piante. I più comuni e diffusi agenti di tracheomicosi, inte-
ressanti centinaia di piante coltivate, appartengono ai generi Verticillium e
Fusarium. Nell’ambito di questo ultimo genere i più importanti agenti causali
di tracheopatie riconducono alla specie Fusarium oxysporum. Questa specie è
ben rappresentata nelle comunità di funghi di origine tellurica, è presente in
ogni tipo di suolo ed ha diffusione mondiale (Burgess, 1981). La maggior par-
te degli isolati appartenenti alla specie Fusarium oxysporum sono considerati
una componente comune delle comunità fungine che popolano la rizosfera
delle piante (Gordon and Martyn, 1997), sono saprofiti e vivono nel terre-
no per lunghi periodi (Garret, 1970). Tuttavia, alcuni ceppi sono patogeni di
diverse specie vegetali e quando invadono il sistema vascolare, provocano tra-
cheomicosi causando elevati danni economici. Altri isolati possono penetrare
all’interno delle radici, ma non sono in grado di invadere il sistema vascolare
o di causare malattie (Olivain and Alabouvette, 1997). Il teleomorfo di Fusa-
rium oxysporum non è noto; il fungo si riproduce mediante tre tipi di spore
asessuate (macroconidi, microconidi e clamidospore). I macroconidi, ialini,
plurisettati e leggermente falcati, sono prodotti su conidiofori ramificati riu-
niti in sporodochi; i microconidi, ialini, mono e bicellulari sono prodotti su
corti conidiofori su micelio aereo. Le clamidospore, caratterizzate dall’avere
parete spessa e leggermente bruna, sono prodotte nelle ife in posizione termi-
nale o intercalare e in singole cellule dei macroconidi e consentono al fungo
di vivere in condizioni difficili, potendo mantenersi vitali anche per anni in
terreni poveri d’acqua e nutrienti. Le clamidospore rompono la quiescenza e
germinano generalmente in presenza degli essudati radicali delle piante ospiti.
Poiché il teleomorfo di Fusarium oxysporum non è conosciuto, la tassonomia
di questa specie è basata sulle caratteristiche morfologiche della forma ana-
morfa, tra cui la dimensione e la forma dei macroconidi, la presenza o assenza
dei microconidi e delle clamidospore, il colore e la forma delle colonie e la
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struttura dei conidiofori (Windels, 1992). La maggior parte di questi schemi
tassonomici tende a raggruppare le specie di Fusarium in sezioni. Sulla base
dei criteri morfologici è, a volte, difficile distinguere Fusarium oxysporum da
numerose altre specie appartenenti alle sezioni Elegans e Liseola. A compli-
care ulteriormente il quadro si deve aggiungere che gli isolati di Fusarium
oxysporum di interesse fitopatogeno, quelli saprofiti e quelli impiegati in lot-
ta biologica sono morfologicamente indistinguibili. I Fusarium fitopatogeni
mostrano un elevato livello di specificità d’ospite essendo in grado di attac-
care solo una o pochissime specie vegetali. La specificità per un particolare
ospite o per specifiche cultivars di quell’ospite sono indicate, rispettivamente,
come formae speciales e razze. Sulla base delle specie vegetali e cultivars che
attaccano, sono stati classificati in più di 120 fomae speciales e razze (Arm-
strong and Armstrong, 1981). Puhalla, nel 1985, ha proposto un sistema di
classificazione per i ceppi di Fusarium oxysporum sulla base della loro com-
patibilità vegetativa ed ha descritto un metodo basato sull’accoppiamento
di mutanti incapaci di utilizzare il nitrato per determinare a quale Gruppo
di Compatibilità Vegetativa (VCG) appartenevano. Alcune formae speciales
corrispondono ad un singolo VCG, altre includono numerosi VCGs. Tra le
popolazioni non patogeniche, numerosi isolati sono singoli membri VCGs e
alcuni sono auto-incompatibili (Gordon and Okamoto, 1992; Steinberg et al.,
1997). Sebbene utile, la determinazione dei VCGs non può essere utilizzata
come strumento universale per identificare le formae speciales o gli isolati
non patogeni.
Dati i limiti dei caratteri tassonomici classici per la delineazione delle
specie e per i raggruppamenti subgenerici di Fusarium, i ricercatori si sono
indirizzati verso strumenti molecolari al fine di ottenere le informazioni neces-
sarie per delineare un quadro tassonomico utile all’identificazione delle specie
e per chiarire le relazioni evoluzionistiche tra specie. Tra le tecniche moleco-
lari è opportuno ricordare l’impiego delle sequenze specifiche codificanti per
il fattore di elongazione EF-1α e la subunità piccola mitocondriale (mtSSU)
(Baayen et al., 2000; 2001), oppure le sequenze della regione codificante per
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la β-tubulina (O’Donnell et al., 2000), tecniche RFLP (polimorfismo della
lunghezza dei frammenti di restrizione) oppure la RAPD (polimorfismo del-
la lunghezza dei frammenti amplificati), come descritto da Assigbetse et al.
(1994). Questi strumenti molecolari hanno permesso di identificare con suc-
cesso i ceppi patogeni e in alcuni casi anche le razze dei patogeni, tuttavia la
determinazione della patogenicità è possibile solo con l’impiego di biosaggi.
La forma specialis è determinata saggiando il fungo per la patogenicità ver-
so diverse specie vegetali, mentre la razza è determinata attraverso test di
patogenicità su cultivars di singola specie vegetale. Sebbene i biosaggi siano
molto utili per verificare la patogenicità, verso determinate specie, sono diffi-
cilmente utilizzabili per poter stabilire che un ceppo è non patogeno. Poiché
sono state descritte più di 120 formae speciales e razze, sarebbe necessario
inoculare il ceppo non identificato su un numero estremamente elevato di
specie vegetali e cultivars. Questo ovviamente non è possibile, soprattutto
quando si deve caratterizzare una collezione ampia di isolati di origine tellu-
rica. Poiché non può essere utilizzato nessun metodo molecolare o biologico
per caratterizzare i ceppi non patogeni, per convenzione con il termine ceppo
non patogeno di Fusarium oxysporum si indicano quegli isolati che hanno
fallito nell’indurre la malattia su un limitato numero di specie vegetali sulle
quali sono stati inoculati (Fravel et al., 2003).
Come già accennato, quando in presenza della pianta ospite o della colti-
var suscettibile, gli isolati di Fusarium oxysporum patogeni sono in grado di
causare una malattia comunemente indicata con il termine tracheofusariosi.
Le tracheofusariosi sono accompagnate da manifestazioni esterne riconducibi-
li principalmente a nanismo, appassimento, giallume e necrosi. Questi diversi
sintomi si manifestano o contemporaneamente o in successione oppure pos-
sono prevalere l’uno sull’altro in funzione della pianta ospite, del patotipo
del parassita e delle condizioni ambientali. Sintomi analoghi possono però
derivare anche da altre malattie, come ad esempio i marciumi radicali. Per
questo motivo si deve andare a ricercare un sintomo più specifico e costante
ovvero l’imbrunimento dell’apparato vascolare legnoso (figura 1.1), che viene
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Figura 1.1: Imbrunimento dei tessuti vascolari di una pianta di garofano dovuti a F.
oxysporum f. sp. dianthi.
assunto come elemento diagnostico principale.
In tutti gli stadi di sviluppo, le piante possono essere colpite da tracheofu-
sariosi. Nelle piante erbacee però le infezioni che comportano più danni dal
punto di vista economico, sono quelle che si verificano prima o subito dopo
il trapianto. Le infezioni occorrono solitamente attraverso le porzioni apicali
delle giovani radichette, in corrispondenza delle quali la suberificazione del-
l’epidermide è ancora incompleta, e conseguentemente l’accesso del patogeno
nel cilindro centrale è facilitato o attraverso le ferite causate da operazioni
di trapianto, da nematodi, da insetti o dalla stessa emissione di radici late-
rali. La penetrazione in assenza di ferite è più facile nelle radici di alcune
piante più che in altre, ed è comunque favorita dalla presenza di inoculi par-
ticolarmente abbondanti e virulenti. Come tutti i parassiti vascolari, anche
Fusarium oxysporum, avendo una scarsa propensione a svilupparsi nel pa-
renchima, ma trovando nei vasi un “rifugio” in cui sottrarsi almeno in parte
alle reazioni di difesa delle cellule vive, non provoca in genere estesi mar-
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ciumi dell’apparato radicale. Nelle cellule epidermiche, ipodermiche e cortex
delle radici il patogeno provoca ispessimenti delle pareti in corrispondenza
dei punti di penetrazione che si possono evolvere in papille e lignotuberi, ca-
ratteristiche formazioni coniche con base poggiante sull’interno della parete
cellulare che si sviluppano tra parete e plasmalemma in seguito a deposito
di callosi e lignina attorno all’ifa del patogeno. Le pareti o le stesse papille
sono spesso impregnate da minerali come silicio, calcio e manganese, o da
sostanze organiche quali fenoli, melanina, lignina, suberina, che ne aumenta-
no la resistenza al fattore di aggressione. L’ifa, di diametro ridotto, degenera
all’interno di queste strutture o riesce a crescere più velocemente del ligno-
tubero, fuoriesce da esso e riprende il diametro normale. Una volta nei vasi
legnosi (trachee o tracheidi) il patogeno sviluppa e produce conidi che sa-
ranno trascinati dalla corrente xilematica fino ai setti traversi punteggiati,
in corrispondenza dei quali la terminazione di un vaso è raccordata all’inizio
del vaso successivo. Il patogeno attraversa detti setti con un nuovo micelio
e produce nuovi conidi con i quali, attraverso un processo a salti, estende la
colonizzazione verso l’alto. La colonizzazione dello xilema è accompagnata
dal deposito di gels o gomme di natura pectinacea ed emicellulosica, dappri-
ma sui setti traversi quindi sulle pareti laterali dei vasi e da formazione di
tille. Gomme, tille e le stesse pareti dei vasi sono, quindi, impregnati e resi
ancora più impermeabili all’acqua da composti fenolici rapidamente ossidati
in chinoni, apparentemente estrusi dalle cellule annesse ai vasi. Queste occlu-
sioni contribuiscono con la presenza fisica, talvolta molto esigua, del fungo
e con composti vischiosi ad elevato peso molecolare dello stesso, a determi-
nare la disfunzione del sistema vascolare legnoso. La formazione di gomme
può dipendere da gelificazione dei prodotti di degradazione della parete dei
vasi, operata da enzimi, specialmente pectolitici, del patogeno o da enzimi
della pianta attivati come risposta all’infezione e/o da estrusione nei vasi di
materiali gommosi dalle cellule annesse. In effetti, queste ultime rispondono
all’infezione, non solo con ipertrofie che si traducono in villosi e con iper-
plasie capaci di delimitare e sostituire vasi o gruppi di vasi infetti ma anche
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con fenomeni degenerativi irreversibili come imbrunimento e gommificazioni.
Nell’economia della pianta la funzione di gomme, tille ed iperplasie consiste
nel delimitare e chiudere le sacche di invasione del patogeno. In realtà questi
processi, quando, come nelle piante suscettibili, non circoscrivono immedia-
tamente il patogeno, si traducono in blocchi via via più estesi del trasporto
xilematico. In virtù della sua portata sovraottimale, e della fitta rete di con-
nessioni tra i vasi e fasci fibrovascolari che consentono il facile aggiramento
delle occlusioni, la disfunzione di una parte anche rilevante dell’apparato va-
scolare del fusto non è necessariamente seguita da sintomi esterni evidenti.
L’appassimento o l’avvizzimento diventano, per contro, inevitabili quando il
patogeno colonizza l’apparato vascolare dei piccioli e delle nervature fogliari,
non ridondante e privo di connessioni laterali (Matta et al., 1996).
1.4.1 Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi è l’agente causale di un grave avvizzimen-
to del garofano (Dianthus caryophyllus), malattia comunemente conosciuta
in Italia con il nome di “mal della rama” e diffusa sia nelle coltivazioni in
serra che in quelle in pieno campo. Attualmente questa è la malattia che
desta le maggiori preoccupazioni in tutte le aree dianticole mondiali. Questo
Fusarium fa parte della sezione Elegans, ed è caratterizzato dalla produzione
di abbondanti microconidi monocellulari (da circa 7 - 9 µm x 2,5 - 3 µm)
o anche bicellulari, di macroconidi settati (di dimensioni di circa 34 µm x 4
µm per i 3 settati e di 44 µm x 4,3 µm per i 5 settati) e pedicellati, e di cla-
midospore subglobose (10 - 12 µm) intercalari o terminali (Goidànich, 1964).
Il patogeno è presente nella porzione di suolo in cui sono presenti le radici
del garofano e puo’ conservarsi, come la quasi totalita’ dei Fusarium, nel ter-
reno per diversi anni, penetrando negli ospiti attraverso ferite provocate da
insetti o causate dalla stessa emissione di radici laterali oppure da operazioni
colturali. Il patogeno trova le sue condizioni ottimali di sviluppo a tempera-
ture di 25 - 28 °C e, nelle condizioni colturali italiane, determina i maggiori
danni durante il periodo estivo. Oltre alle elevate temperature ed alle lesioni
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radicali, lo sviluppo della malattia e’ favorito anche da elevate concimazioni
azotate e dal pH acido del terreno (Pergola et al., 1979). La comparsa della
malattia in pieno campo è, dapprima, per lo più limitata a poche piante spar-
se sporadicamente tra le colture, ma poi, particolarmente in corrispondenza
dei periodi caldo-umidi, assume un ritmo epidemico (Goidànich, 1964).
La tracheofusariosi causata da Fusarium oxysporum f. sp. dianthi su pian-
te di garofano è stata descritta per la prima volta nel 1972 da Pennypacker e
Nelson. Il fungo è stato individuato negli elementi vasali xilematici delle radi-
ci e dello stelo. Inizialmente il micelio del fungo si presenta soltanto in pochi
elementi vasali dello xilema, ma, in seguito, cresce e si diffonde attraverso
gli elementi vasali adiacenti, fino a stabilizzarsi in un elevato numero di vasi.
Dopo un certo periodo di tempo, nello xilema cominciano ad apparire delle
cavità che si estendono orizzontalmente e verticalmente tra il cilindro ed il
midollo e tra lo xilema ed il floema. Inizialmente piccole, le cavità si allargano
fino a circondare l’intera area traversa del tessuto vascolare infetto. Il cam-
bio vascolare e il floema, esternamente all’area infetta, sono frequentemente
distorti e ridotti in dimensione. In alcuni casi si possono formare cavità a li-
vello dell’area occupata dal cambio vascolare e dal tessuto floematico. Spesso
conidi appaiono negli elementi vasali dello xilema durante la formazione della
cavità. Essi sono diffusi oppure formati in masse che, a volte, si estendono a
distanza negli elementi vascolari dello xilema (Mace et al., 1981). Nella parte
più bassa dello stelo delle piante di garofano infettate compaiono ipertrofie
ed iperplasie. Le cellule ipertrofiche si presentano nel tessuto dello xilema
adiacente al midollo e, a volte, rimuovono o separano gli elementi vasali dello
xilema dal resto del cilindro vascolare. Il midollo può anche contenere cellule
ipertrofiche e le cavità si manifestano, qui, occasionalmente ma molto più
comunemente nella porzione più alta dello stelo. Col progredire della malat-
tia tra il cilindro dello xilema ed il tessuto ipertrofizzato si forma una banda
spessa di cellule ipertrofiche del parenchima dello xilema. Gli elementi vasali
dello xilema, lungo questa banda di cellule degeneri, spesso si otturano, così
come accade in molti elementi vasali dei tessuti infetti. Le ostruzioni vasco-
35
Introduzione
lari danno risultati positivi a test istochimici per la gommosi e le sostanze
pectiniche. A questo stadio dell’infezione, il micelio è stato spesso ritrovato
all’interno delle cellule oltre che negli elementi vasali dello xilema. In bre-
ve tempo le cellule parenchimatiche cominciano a disgregarsi e scomparire,
isolando gli elementi vasali dello xilema. La cavità continua ad allargarsi e
all’interno sono diffusi elementi isolati dei vasi xilematici. Test istochimici
per la pectina danno risultati negativi o debolmente positivi, nelle aree della
disintegrazione delle cellule parenchimatiche dello xilema e della formazione
delle cavità, indicando l’assenza o la presenza irrisoria delle lamelle media-
ne. Infine nelle aree invase dal patogeno si presentano un gran numero di
tessuti ipertrofici, ed il cilindro vascolare è disintegrato (Mace et al., 1981).
Le piante infette presentano, su una parte dei rami (Figura 1.2) oppure su
tutta la pianta, un graduale appassimento delle foglie che, pur mantenendo
dapprima il loro caratteristico colore verde, perdono l’apparenza pruinosa e
liscia. In seguito si ha il progressivo disseccamento, ad andamento acrope-
to, di tutta la vegetazione aerea. La pianta morente si distacca facilmente,
sotto una leggera trazione, in corrispondenza del colletto a causa del profon-
do disfacimento cui sono andati ivi soggetti i tessuti (Goidanich, 1964). Sui
tessuti putrescenti, il parassita si manifesta sotto forma di un feltro mice-
liare cotonoso, biancastro o rosato. Il più importante fattore che influenza
l’insorgenza delle tracheofusariosi è la resistenza delle diverse cultivars nei
confronti di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Negli ultimi 20 anni è stato
attuato un intenso programma di miglioramento genetico nel tentativo di
ottenere cultivar commerciali totalmente, o almeno parzialmente resistenti
nei confronti dei patotipi più comuni. La risposta dell’ospite al patogeno è
valutata piantando delle cultivars utilizzate come test in un campo conta-
minato da Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, o attraverso un’inoculazione
artificiale mediante sospensione di spore. La manifestazione della malattia,
la sua violenza, la frequenza di colonizzazione e la quantità di conidi prodotti
nel sistema vascolare sono tutti parametri usati come criteri di classificazione
(Baayen and Elgersma, 1985; Ben-Yaphet et al., 1993).
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Figura 1.2: Aspetto di una pianta di garofano infetta da Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi : in evidenza un germoglio necrotizzato ed un getto che presenta, su un lato, foglie
necrotiche.
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La natura, la modalità di sviluppo della malattia ed i meccanismi di dife-
sa nelle cultivar di garofano sono stati oggetto di molti studi di microscopia
mirati ad individuare i processi di colonizzazione delle radici e dello xilema
in piante suscettibili e resistenti (Pennypacker and Nelson, 1972; Baayen and
Elgersma, 1985; Baayen et al., 1988; 1989; Oulette et al., 1999). Attualmente
sono conosciute otto diverse razze biologiche di Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi, tra cui, in Italia, così come nel resto del mondo, il patotipo 2 del
patogeno è prevalente ed è considerato il più aggressivo (Ben-Yepeth et al.,
1993). Diverse cultivar presentano dei livelli di resistenza variabili in funzione
delle diverse razze di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. In particolare, la
resistenza nei confronti dei patotipi 1 e 8 risulta abbastanza diffusa, oltre il
50% delle linee e cultivar oggi presenti sul mercato sono resistenti (Garibal-
di, 2000); mentre la maggioranza delle cultivar risulta ancora suscettibile o
altamente suscettibile nei confronti dei patotipi 2 e 4 (Gullino and Garibaldi,
1992), soltanto il 15% delle linee e cultivar sono resistenti (Garibaldi, 2000).
Un elevato numero di studi ha dimostrato che la resistenza al patotipo 2 è
solamente parziale (Demnik et al., 1989; Niemann, 1992; Blanc, 1983). Ad
aggravare la situazione esiste il problema che cultivars altamente resisten-
ti presentano una resa bassa e sono commercialmente indesiderate, perciò i
coltivatori preferiscono utilizzare piante suscettibili finché possibile. La lotta
contro la fusariosi attualmente è difficile e costosa, considerando che ogni
metodo di lotta preso singolarmente fornisce risultati parziali. In pratica la
lotta si basa sull’uso di materiale propagativo sano e di adatte tecniche coltu-
rali, sulla disinfezione del terreno (attraverso l’uso di fumiganti e di vapore) e
sull’impiego di fungicidi durante la coltivazione (metham-sodio e dazomet).
Nell’ultimo ventennio, le notevoli problematiche legate al controllo del-
la tracheofusariosi del garofano mediante i tradizionali mezzi di lotta, hanno
dato notevole impulso alla ricerca di microrganismi da impiegare come agenti
di lotta biologica. All’inizio degli anni ’80 nelle zone a forte vocazione dian-
thicola, sia in Italia che in Francia, alcuni terreni risultarono inospitali nei
confronti di diverse formae speciales di Fusarium oxysporum, si dimostrarono
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cioè efficaci nel ridurne la capacità di sopravvivenza e, conseguentemente di
attenuarne la dannosità per la coltivazione del garofano. Casi di terreni re-
pressivi contro varie formae speciales di Fusarium oxysporum erano già note,
in particolare contro le f. sp. cubense (Reinking and Manns, 1933), batatas
(Smith and Snyder, 1971), pisi (Walzer and Snyder, 1934) emelonis (Wensley
and Mc Keen, 1963). Già nel 1976 (Louvet et al., 1976) la repressività contro
la fusariosi del melone, causata da Fusarium oxysporum f. sp. melonis, era
stata associata ad un antagonismo di tipo microbiologico. Sulla base di que-
ste conoscenze furono effettuati studi successivi che dimostrarono la natura
biologica della repressività dei terreni anche nei confronti di Fusarium oxy-
sporum f. sp. dianthi (Garibaldi et al., 1983). Ulteriori indagini dimostrarono
che la repressività nei confronti della tracheofusariosi è legata alla presenza
di Fusaria antagonisti, i quali, colonizzando la rizosfera del garofano, sono
in grado di contenere efficacemente gli attacchi del Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi (Garibaldi et al., 1985; Cugudda e Garibaldi, 1988). In altri studi
la causa della repressività fu associata alla presenza di ceppi appartenenti al
genere batterico Pseudomonas spp. Alcuni tra gli isolati individuati furono
ulteriormente indagati al fine di chiarire il tipo di meccanismo implicato nel
controllo biologico. Questi studi dimostrarono che la soppressione della fu-
sariosi del garofano coinvolge numerosi meccanismi: induzione di resistenza,
competizione per il ferro mediata dai siderofori ed antibiosi (Duijff et al.,
1993; Van Peer et al., 1991).
39
Introduzione
1.5 La coltivazione del garofano
Il garofano (Dianthus caryophyllus L.) appartiene all’ordine delle Centro-
spermae ed alla famiglia delle Caryophyllaceae comprendente circa 80 generi
e circa 2000 specie suddivise in tre sottofamiglie: Silenoideae, Alsinoideae,
Paronychioideae. Si tratta di piante annuali e perenni, proprie delle regioni
temperate settentrionali, frequenti anche nella regione alpina, scarsamente
rappresentate nelle regioni temperate meridionali. La regione mediterranea
è quella che possiede il maggior numero di Dianthus. Il Dianthus caryophyl-
lus L. ha senza dubbio fornito il più importante contributo alla costituzione
degli attuali garofani ibridi rifiorenti che hanno rappresentato uno dei più
significativi traguardi della moderna floricoltura; infatti, la rifiorenza, ossia
la possibilità di dare fioriture successive, è una caratteristica fondamentale
per le coltivazioni industriali. Il Dianthus caryophyllus, oggi raro allo stato
spontaneo, ebbe come zona di origine, secondo quanto affermano diversi Au-
tori, l’area che si estende dalla Grecia, attraverso l’Asia Minore, alla Persia.
E’ una pianta ermafrodita e diploide, verde o glauca, cespugliosa, a fusti sem-
plici, con fiori terminali solitari (Figura 1.3), portati da un peduncolo lungo
40 - 80 cm.
Il nome Dianthus deriva da uno degli Scritti di Teofrasto nel quale il ga-
rofano veniva definito “Dios antos”, cioè fiore degli dei, appellativo che gli fu
probabilmente suggerito dal delicato profumo. Mentre il termine caryophyl-
lus fu usato da Linneo probabilmente per il forte profumo del fiore, che gli
ricordava il chiodo di garofano, il cui nome latino è Caryophyllus aromati-
cus. Il garofano mediterraneo, che rimane di norma in coltura per non più
di 14 mesi, si trapianta da aprile a giugno e, appena posto a dimora, viene
sottoposto a frequenti adacquamenti per favorire l’attecchimento e la succes-
siva ripresa delle piantine. Nel caso del garofano americano, che ha un ciclo
colturale della durata di 10 - 18 mesi, ciclo che può essere prolungato a 42
mesi, il trapianto viene generalmente realizzato in primavera o in autunno.
Nel primo caso le piante iniziano la fioritura in autunno e, se la coltura è
annuale, terminano la produzione a primavera, mentre nel secondo caso ini-
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Figura 1.3: Fiore del garofano varietà Tampino.
ziano la fioritura a primavera avanzata per concluderla all’inizio dell’inverno.
Si parla così di piante a produzione invernale e di piante a produzione estiva,
essendo rispettivamente l’estate e l’inverno i periodi in cui si realizza la mas-
sima produzione. I garofani mediterranei vengonomessi a dimora in aiuole
sopraelevate generalmente aventi una larghezza di 60 cm su 4 file distanziate
15 cm l’una dall’altra, lasciando tra un’aiuola e l’altra un sentiero di 40 cm.
Talvolta la piantagione può essere fatta in bancali di 30 - 40 cm di larghez-
za su due sole file. I garofani americani spesso sono coltivati in bancali con
densità colturali variabili in relazione alla cimatura: quando la cimatura non
viene effettuata le talee vengono poste a 7,5 x 10 cm, quando si effettua una
sola cimatura vengono poste a 12,5 x 15 cm, quando si effettuano 2 cima-
ture vengono poste a 15 x 20 cm. La disposizione delle piante nel bancale
può influenzare la qualità e la quantità della produzione in conseguenza della
competitività che si manifesta tra le piante per la luce del sole. Una disposi-
zione che consente il miglior utilizzo della luce solare da parte delle piante e
41
Introduzione
che inoltre migliora la circolazione dell’aria è quella a zig-zag.
La cimatura è una operazione che consiste nella soppressione, eseguita con
le dita senza ricorso ad alcuno strumento, alla mattina presto o al pomeriggio
tardi, su piante turgide, della parte terminale dei giovani steli per indurre la
pianta ad accestire ed a fiorire al momento voluto. La cimatura può essere
effettuata una sola volta o ripetuta nel tempo, in funzione del numero di steli
fiorali che si vogliono ottenere, del periodo in cui si intende concentrare la
produzione e delle cultivar impiegate. La cimatura inizia 20 - 40 giorni dopo
il trapianto e si sospende tenendo conto del periodo in cui i fiori dovranno
essere raccolti, così, ad esempio, se si coltiva in vista della produzione per il
periodo invernale, la cimatura si sospende in luglio nel caso delle cultivars
ad accrescimento lento; ed in agosto o inizio settembre per quelle a sviluppo
rapido. La prima cimatura viene detta di impostazione, e viene effettuata su
piante che abbiano raggiunto 15 - 25 cm di altezza e portino 6 - 8 paia di
foglie e consiste nell’asportazione di almeno una o due paia di foglie. Le cima-
ture secondarie che si compiono sugli steli sviluppatisi in seguito alla prima
cimatura, vanno eseguite scalarmene nel tempo per permettere che avvenga
un accestimento progressivo e graduale della pianta, in modo da ottenere un
produzione distribuita nel tempo e di qualità superiore. Nella fase di levata
successiva all’accestimento è necessario intervenire con opportuni dispositi-
vi per evitare che gli steli fiorali si pieghino e cadano al suolo sciupandosi.
Questo può essere realizzato mediante impiego di sbarrette di ferro e reti
prefabbricate in ferro zincato o in materiale plastico. Oltre al bocciolo fiorale
apicale, su ciascuno stelo di garofano si formano nella parte alta, all’ascella
delle foglie, numerosi boccioli fiorali che normalmente si sviluppano in un
tempo successivo rispetto a quello principale. La sbocciolatura è l’operazione
colturale che consiste nella rimozione di tutti questi boccioli fiorali laterali,
situati al di sotto di quello principale, prima che abbiano raggiunto la dimen-
sione di un pisello, e di uno o due getti ascellari, per anticipare la fioritura ed
ottenere fiori di dimensioni maggiori, più uniformi e con steli più diritti. Ogni
eventuale ritardo nell’effettuare tale operazione ritarda la fioritura e riduce
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la dimensione dei fiori.
Il garofano si propaga essenzialmente per talea, alla riproduzione per se-
me si ricorre solo a scopo di miglioramento genetico. Con il termine talea si
intende, nel caso di questa specie, i giovani getti apicali o quelli laterali por-
tati lungo gli steli, all’ascella delle foglie. Le talee migliori sono comunemente
quelle che si trovano nella parte mediana dello stelo, in quanto quelle poste
troppo in alto forniscono piante ad accrescimento scarso e con tendenza a fila-
re, mentre quelle poste in basso, avendo un lento sviluppo, producono piante
lente a fiorire. Le piante madri vengono coltivate in ambiente isolato dal resto
della coltura ed in piena luce in quanto la scarsa luminosità limita la resa
per pianta, il peso secco e la qualità delle talee. La coltura va effettuata in
un substrato disinfettato, preferibilmente in bancali sollevati per assicurare
l’isolamento dal terreno e quindi una perfetta sanità delle piante. L’impianto
viene effettuato ad agosto - settembre, con densità di 40 - 50 piante per m2
di bancale. E’ importante allevare le piante in serre ben aerate e con bassa
U.R. per evitare l’insorgenza di malattie fungine. La raccolta delle talee inizia
in gennaio-febbraio con una produzione di 10 talee a pianta entro il mese di
maggio. Le talee erbacee vengono raccolte quando hanno 4 - 5 paia di foglioli-
ne ben sviluppate, sono ammazzettate a gruppi di 25, immerse con la base in
un composto anticrittogamico polverulento (TMTD, Captan) al 15%. Anche
se le talee raccolte, confezionate in sacchetti di plastica e cartoni, possono
essere conservate in frigo a 0 - 1 °C fino a 6 mesi, per motivi di sicurezza
questo periodo non deve superare i 2 - 3 mesi. La radicazione si realizza in
serra fredda su bancali con substrato di perlite o perlite e torba (85% e 15%)
provvisti di riscaldamento basale (18 - 22 °C), mist o nebulizzazione. Prima
dell’impianto sul bancale di radicazione le talee vengono immerse alla base
in soluzioni ormoniche contenenti NAA (25 ppm) ed IBA (25 ppm) per 15
- 24 ore. Con queste condizioni la radicazione delle talee si completa in 20
giorni.
Il garofano è’ considerata una specie microterma. Necessita di 4 - 6 °C
come temperatura minima biologica. La temperatura notturna deve essere
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mantenuta di qualche grado inferiore a quella diurna, per evitare un inutile
consumo respiratorio del materiale di riserva accumulato durante il giorno.
La temperatura ottimale notturna si aggira intorno ai 10 - 12 °C. Gli effetti
prodotti dalla temperatura diurna si manifestano in modo diverso sulla pro-
duzione. Hanan, ha dimostrato come, mantenendo costante la temperatura
notturna e variando quella diurna, a temperature più alte (circa 24 °C) si
determina un anticipo di fioritura di due mesi rispetto a quelle più basse, il
numero totale di fiori e la quantità di sostanza secca prodotta non differiscono
nelle diverse condizioni. A temperature più basse (circa 18 °C) i fiori prodotti
assumono un colore brillante, hanno dimensioni maggiori e presentano uno
stelo più corto. La temperatura diurna ottimale per la produzione di fiori
diminuisce con il diminuire dell’intensità della luce e del fotoperiodo, ed è
perciò necessario regolarla in funzione delle condizioni di illuminazione. In
termini generali è possibile asserire che la temperatura diurna ottimale varia
tra 18 e 22 °C nei mesi caratterizzati da una maggiore durata del periodo di
illuminazione e si mantiene intorno a 14 - 16 °C nei periodi invernali.
Il garofano si adatta a diversi tipi di terreno purche’ ben drenati. Il pH
ottimale è compreso tra 6,5 e 7,5 e la salinità complessiva del terreno non de-
ve superare l’1,5 %. Si tratta di specie che in condizioni ottimali di crescita
richiedono un rapporto nutritivo spostato a favore del potassio con variazioni
legate al ciclo colturale ed alla varietà coltivata. L’introduzione della fertirri-
gazione con distribuzioni frequenti a bassa concentrazione (0,7 - 1,2 %) ha
consentito di migliorare l’alimentazione idrica e minerale di questa coltura
e di ridurre l’impiego di sostanza organica. Si tratta di specie mediamente
esigenti sia dal punto di vista quantitativo (1200 - 1500 l·m−2·anno−1) che
qualitativo; sopporta infatti concentrazioni di NaCl nell’acqua di irrigazio-
ne fino all’1,5 - 2 %(Cocozza e Stellacci, 1976). Il limite critico di tensione
dell’acqua nel terreno è vicino ad 1 Atm, l’occorrenza di tensioni superiori
provoca una netta diminuzione di produzione. Anche i metodi di irrigazione
influenzano la produttività della coltura ed il suo stato sanitario. L’irrigazio-
ne localizzata a goccia ed a sorsi presenta apprezzabili vantaggi in relazione
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alla diffusione di malattie fungine (De Ranieri, 1976).
Importanza economica. La coltivazione del garofano è oggi diffusa a li-
vello mondiale. Tra i Paesi produttori vi sono gli Stati dell’Unione Europea,
gli USA, il Giappone, la Cina, l’India, l’Australia, Taiwan, la Thailandia,
la Corea del Sud, Israele, la Turchia, alcuni Stati dell’Africa, come Zambia,
Zimbawe, Sud Africa e Kenia, alcuni Stati dell’America Meridionale come
Argentina, Colombia, Messico, Ecuador e Costa Rica. Il primo produttore
mondiale di garofani è la Colombia, che esporta la quasi totalità della produ-
zione (il 95%) verso gli USA, la Federazione Russa e l’Europa, per un valore
complessivo che supera i 163 milioni di ¤. Con circa un migliaio di ettari
investiti, la Spagna è il primo produttore europeo di garofani ed il secondo
a livello mondiale (Molfino, 2001). Sebbene negli anni settanta l’Italia fos-
se uno dei principali produttori a livello mondiale, oggi la coltivazione del
garofano nel nostro Paese riveste un ruolo pressoché marginale. Il rapido de-
clino della dianticultura italiana è dovuto a molteplici ragioni: da una parte
all’aumento dei costi di produzione, in particolare della manodopera e del
materiale di propagazione, ed al ristagno dei prezzi di vendita; dall’altra, alla
pressante concorrenza dei prodotti extracomunitari, soprattutto colombiani
e nordafricani.
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Capitolo 2
Scopi del lavoro
Il primo scopo del presente lavoro è stato quello di selezionare uno più isolati
di Trichoderma spp. antagonisti di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, agen-
te causale della tracheomicosi del garofano (Dianthus caryophyllus). Il saggio
in vivo è stato condotto utilizzando un sistema costituito dalla contempora-
nea presenza di ospite, patogeno e potenziale antagonista. Opportuni inoculi
del patogeno e dei potenziali antagonisti sono stati miscelati al substrato
impiegato per la coltivazione del garofano. La coltura è stata condotta nel
rispetto delle normali pratiche agronomiche. Il secondo scopo è stato quello
di indagare gli isolati di Trichoderma che si sono mostrati capaci di contenere
lo sviluppo del patogeno allo scopo di chiarire i meccanismi di antagonismo
implicati nel biocontrollo. A tal fine sono state allestite prove in vitro tese a
valutare la produzione di composti organici volatili, la produzione di sidero-
fori, l’esistenza di attività micoparassitaria, corredata anche dalla formazione
di coilings.
Capitolo 3
Materiali e metodi
Materiali e metodi
3.1 Substrati di impiego generale
Potato Dextrose Agar (PDA)
PDA (Difco) 39 g·l−1 in acqua distillata.
Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15’.
Agar Acqua (WA)
Agar (Difco Bacto Agar) 20 g·l−1 in acqua distillata.
Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15’.
3.2 Microrganismi impiegati
Diversi isolati appartenenti al genere Trichoderma (Tabella 3.1), provenienti
dalla collezione del Dipartimento di Coltivazione e Difesa delle Specie Legnose
(DCDSL), Facoltà di Agraria (Università di Pisa), sono stati saggiati per la
loro abilità nel controllare Fusarium oxysporum f. sp. dianthi patotipo 2,
ceppo 1.6.04, agente causale della tracheofusariosi del garofano, depositato
nella micoteca della Facoltà di Agraria (Università di Torino). I 92 isolati di
Trichoderma spp. sono conservati in tubi di coltura contenenti PDA, sott’olio
minerale a 4 °C.
Specie N. isolato Matrice
C. roseaCBS229.48 3198
Hypocrea hunuaCBS238.63 4847 Nuova Zelanda
T. asperellumCBS1169.48 4207 Italia
T. asperellumCBS361.97 4602
T. asperellumCBS433.97 4603
T. atroviride 1750 Terreno (Italia)
T. atroviride 6080 Terreno (Ucraina)
T. atroviride 6085 Terreno (Ucraina)
T. atroviride 6415 Terreno (Ucraina)
T. aureoviride 390 Terreno (San Rossore)
T. crassumCBS336.93 4762 Terreno, Picea (Canada, Quebec)
T. effusumDAOM230007 5182 Terreno (India)
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T. erinaceumDAOM230019 5234 Terreno (Tailandia)
T. fasciculatumCBS118.72 4876 Corteccia betulla (Olanda)
T. flavofuscumCBS248.59 5078 Terreno (USA, Georgia)
T. hamatum 478
T. harzianum 473 Terreno? (San Rossore?)
T. harzianum 2048
T. harzianum 4733 Colignola
T. harzianum 4917
T. harzianum 4940 Colignola
T. harzianum 4956 Colignola
T. harzianum 4968 UK, Sheffield
T. harzianum 5871
T. harzianum 5872 Terreno (Italia)
T. harzianum 5966 Terreno (Croazia)
T. harzianum 6735 Colignola
T. harzianum 6736 Colignola
T. harzianum 6739 Colignola
T. harzianum 6741 Colignola
T. harzianum 6742 Colignola
T. harzianum 6744 Colignola
T. harzianum 6746 Colignola
T. harzianum 6753 Colignola
T. harzianum 6755 Colignola
T. harzianum 6757 Colignola
T. harzianum 6758 Colignola
T. harzianum 6762 Colignola
T. harzianum 6765 Colignola
T. harzianum 6772 Colignola
T. harzianum 6776 Colignola
T. harzianumCBS22795 7260
T. harzianumCBS249.59 5626
T. helicumDAOM230022 4845 Terreno (Tailandia)
T. koningii 472
T. koningii 2046
T. koningii -likeTKON2.1 8198 Legno scorticato (USA, Nord Carolina)
T. minutisporumDAOM167069 4839 Terreno Foresta Acero (Canada, Quebec)
T. oblongisporumCBS343.93 4913 Legno Thuja (Canada)
T. polysporum 5911 Terreno pino (Canada, Quebec)
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T. rossicum 5935 Terreno (Russia)
T. saturnisporum 2070
T. sinensisDAOM230004 4843 Corteccia banche dati
T. sp 7 Terreno (Svizzera)
T. sp 11 Pisum sativum (Italia)
T. sp 13 Rizosfera grano (Svizzera)
T. sp 250 Pascolo (Svizzera)
T. sp 313 Terreno (Svizzera)
T. sp 335 Terreno (San Rossore)
T. sp 372 Terreno (San Rossore)
T. sp 456 Pascolo (Svizzera)
T. sp 458 Pascolo (Svizzera)
T. sp 544 Terreno (Svizzera)
T. sp 2828 Finocchio
T. sp 6421 Quercus ilex (Italia)
T. sp 6868 Fusto di Eustoma russeliana
T. sp 7655 Torba
T. sp 7657 Torba
T. sp 7660 Torba
T. sp 7663 Torba
T. sp 7673 Torba
T. sp 7674 Torba
T. sp 8212 Cernobyl terreno
T. sp 8218 Lettiera alberi di pino
T. sp 8224 Lettiera foresta
T. sp 8225 Lettiera foresta
T. sp 8227 Lettiera alberi di pino
T. sp 8228 Lettiera alberi di pino
T. sp 8236 Terreno vicino a piante (Donetsk)
T. sp 8238 Terreno (Lugansk)
T. spDAOM167068 5864
T. spDAOM230011 5865
T. sp. (Sez.T) 6779 Colignola
T. stromaticumCBS101875 4841 Germogli di T. cacao (Brasile)
T. velutinumDAOM230013 4837 Terreno Foresta (Nepal)
T. virens 5866
T. virensCBS1169.47 1058 Italia
T. viride 4015
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T. viride 4955
T. viride 8197 UK
T. viride 8199 Legno di acero (USA, Virginia)
T. viride 8203 Edifici danneggiati dall’acqua (Danimarca)
Tabella 3.1: Elenco degli isolati impiegati nello screening in vivo
3.3 Allestimento delle colture
Gli isolati di Trichoderma spp. sono stati mantenuti su piastre Petri conte-
nenti terreno PDA. A causa della diversa velocità di accrescimento, il periodo
di incubazione è stato di 3 giorni per gli isolati di Trichoderma e di 6 gior-
ni per Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Dopo tale periodo, le colonie si
presentavano sufficientemente sviluppate senza essere ancora giunte a bordo
piastra. Dischi di 6 mm di diametro sono stati prelevati sterilmente, mediante
foratappi, dai margini delle colonie in attivo accrescimento (D’Ercole et al.,
1983; Bruce et al., 1984) e trasferiti in nuove piastre.
3.4 Screening in vivo
Al fine di individuare uno o più isolati di Trichoderma in grado di controllare
lo sviluppo della tracheofusariosi, sono state condotte prove in serra su ban-
cali rialzati utilizzando vasi (ø 20 cm), ciascuno dei quali contenente terriccio
inoculato con uno degli isolati di Trichoderma spp. e con Fusarium oxyspo-
rum f. sp. dianthi. In ciascun vaso sono state trapiantate 4 talee radicate di
Dianthus cariophyllus L. varietà Tampino, mediamente resistente a Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi. La prova comprendeva tre ripetizioni randomizzate,
effettuate ad una distanza di 7 giorni l’una dall’altra. L’inoculo degli isolati
di Trichoderma spp. è stato preparato utilizzando un metodo modificato di
coltura su crusca di frumento (Elad and Katan, 1980; Hadar et al., 1979). La
crusca è stata triturata, in seguito setacciata (setaccio con fori di circa 1 mm)
addizionata di acqua distillata (in rapporto 3:4) ed infine autoclavata per 2
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volte a 121 °C per 20’. Gli isolati di Trichoderma spp. sono stati mantenuti
in coltura su terreno PDA alla temperatura di 24 °C, in alternanza luce/buio
12 h/12 h. Da colonie di 6 giorni cresciute su PDA, è stata preparata una
sospensione acquosa di spore (106 cfu·ml−1). La sospensione conidica è stata
aggiunta alla crusca precedentemente preparata, alla concentrazione finale
di 107 conidi per 100 g di crusca. La coltura è stata incubata per 3 giorni
a 20 °C (Lewis and Papavizas 1984; Lewis and Papavizas 1985; Lumsden
and Locke 1989). L’inoculo così prodotto è stato aggiunto (Figura 3.1(a)) ed
opportunamente mischiato al terriccio (2% P/V), in modo che la sua distri-
buzione fosse uniforme in tutto il volume. Per mantenere un adeguato livello
di umidità è stata aggiunta acqua (75 ml·l−1 di terriccio) (Figura 3.1(b)).
(a) Inoculazione del terriccio (b) Aggiunta di acqua al terric-
cio
Figura 3.1: Alcune fasi dell’inoculazione del terriccio.
Trascorse 72 ore sono stati inoculati 20 ml di una sospensione conidica di
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi alla concentrazione di 2·106 conidi·ml−1.
Dopo 48 ore sono state trapiantate talee radicate di Dianthus cariophyllus
L. in numero di 4 per vaso.
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In ciascuna replicazione sono state predisposte 3 tesi controllo:
• solo terriccio;
• terriccio inoculato con la sospensione conidica di Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi ;
• terriccio inoculato con la sospensione conidica di Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi, trattata con un fungicida chimico (Benomyl, 4 g·m−2).
Le prove sono state condotte nell’estate 2004: per la prima replicazione l’ino-
culo del terriccio con gli isolati di Trichoderma è stato effettuato il 25 giugno,
il 28 giugno è stato inoculato il Fusarium oxysporum f. sp. dianthi ed il 30
giugno sono state trapiantate le talee di garofano; a distanza di una e due
settimane sono seguite, rispettivamente, la seconda e la terza replicazione.
Le prove sono state condotte presso le serre dell’Istituto Sperimentale per la
Floricoltura, sezione di Pescia. Le piante sono state allevate in vasi di plastica
disposti su bancali sopraelevati (circa 1 m da terra) (Figura 3.2). All’inter-
no dei bancali i vasi sono stati disposti, mediante appositi supporti, rialzati
di circa 1,5 cm dal piano del bancale per evitare la contaminazione tra un
vaso e l’altro dovuta al movimento dell’acqua. Le piante sono state coltivate
su terriccio normalmente impiegato dagli agricoltori biologici (VigorPlant),
le cui caratteristiche fisico-chimiche sono riassunte nella Tabella 3.2. La colti-
vazione è stata condotta seguendo le normali pratiche agronomiche, comprese
le operazioni di cimatura, irrigazione e fertilizzazione (Tesi, 1994). E’ stato
utilizzato un impianto di irrigazione a goccia con il quale è stata effettuata
anche la fertiirrigazione, iniziata 20 giorni dopo il trapianto delle talee. So-
no stati eseguiti rilievi settimanali con lo scopo di monitorare la comparsa
dei sintomi caratteristici della tracheofusariusi dovuta all’attività patogena
di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Alla quindicesima settimana di coltura
è stata osservata una bassa incidenza della malattia, e visto l’approssimarsi
dell’autunno, le condizioni in serra non sono più state considerate favorevoli
allo sviluppo di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, per cui è stato deciso
di eseguire un rilievo semi distruttivo (2 piante sulle 4 presenti per ciascuna
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Composizione 80% torba
C organico di origine biologica (% in s.s.) 30
N organico (% in s.s.) 0.60
Acidi umici e fulvici (% in s.s.) 7
C/N 50
Cu totale (s.s.) 150 ppm
Zn totale (s.s.) 500 ppm
pH 6.40
Salinitá (µS/cm) 500 - 1500
K (ppm) 24.57
P (ppm) 7.32
EC (mS·cm−1) 1.49
Ca (ppm) 201.10
Fe (ppm) 0.17
Mg (ppm) 87.98
Cu (ppm) 0.12
Na (ppm) 21.26
Zn (ppm) 0.03
Tabella 3.2: Composizione chimico-fisica del terriccio impiegato nello screening in vivo.
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tesi) di piante a campione tra le tesi asintomatiche al fine di evidenziare l’im-
brunimento dei tessuti vascolari tipico della tracheofusariosi del garofano. Le
rimanenti tesi asintomatiche, cioè quelle che non hanno evidenziato sintomi
riconducibili alla tracheofusariosi del garofano sia esternamente che a livello
dei tessuti vascolari interni, sono state trasferite in una cella climatica alla
temperatura di 30 °C e con fotoperiodo 16h/8h.
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Figura 3.2: Piante in coltura, prima replicazione.
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3.5 Valutazione dei meccanismi di azione degli
antagonisti
Al fine di valutare i meccanismi d’azione alla base del contenimento della
malattia su piante, dovuta alla presenza di Trichoderma nel terreno, sono
state allestite prove in vitro. Le indagini in vitro sono state condotte su otto
isolati di Trichoderma (Tabella 3.3) selezionati mediante lo screening in vivo,
come descritto in 2.3.
Specie N. isolato Matrice
T. flavofuscum CBS248.59 5078 Terreno (USA, Georgia)
T. harzianum 6741 Colignola
T. harzianum 6742 Colignola
T. harzianum 6746 Colignola
T. saturnisporum 2070 -
Trichoderma sp. 7660 Torba
Trichoderma sp. 8236 Terreno vicino a piante (Donetsk)
T. viride 4955 -
Tabella 3.3: Elenco degli isolati di Trichoderma spp. impiegati nella valutazione dei
meccanismi di azione mediante prove in vitro.
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3.5.1 Produzione di composti organici volatili biologi-
camente attivi
Al fine di valutare la capacità degli isolati di Trichoderma, selezionati dalle
prove in vivo, di produrre composti organici volatili biologicamente attivi è
stato utilizzato il metodo descritto da Dick and Hutchinson nel 1966, in parte
modificato. Piastre Petri (ø 9 cm) contenenti PDA sono state inoculate al
centro con dischetti (ø 6 mm) di micelio di ciascuno degli 8 isolati di Tri-
choderma spp. e di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, preparati da colture
in attivo accrescimento ed incubate al buio alla temperatura di 24 °C. Dopo
aver rimosso i coperchi, le piastre inoculate con Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi sono state capovolte e poste sopra le piastre di Trichoderma.
Figura 3.3: Sistema di piastre sovrapposte per la valutazione della capacità degli isolati
di Trichoderma di produrre VOCs biologicamente attivi.
Le piastre sono state bloccate avvolgendole con due strati di parafilm (Figure
3.3 e 3.4) al fine di evitare la fuoriuscita di eventuali composti volatili e sono
state incubate al buio alla temperatura di 24 °C. Come controlli, ciascun iso-
lato fungino è stato sovrapposto con se stesso. Sono state allestite 3 repliche
per ciascuna tesi. Quotidianamente sono stati misurati i diametri di accre-
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scimento delle colonie per valutare l’inibizione della crescita del Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi dovuto alla presenza di Trichoderma.
Figura 3.4: Piastre sovrapposte, sopra, in rosa, è visibile la colonia di Fusarium; sotto,
in marrone chiaro, è visibile la colonia di Trichoderma flavofuscum.
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3.5.2 Antagonismo in vitro
Colture duali
La capacità degli otto isolati di Trichoderma spp. di inibire lo sviluppo di
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi è stata saggiata mediante l’uso di colture
duali su substrato PDA, sulla base del lavoro di Gambogi e Durante (1985).
Piastre Petri (ø 9 cm) contenenti 13 ml di PDA sono state inoculate al centro
con dischetti (ø 6 mm) degli isolati in esame, ed incubate per 3 giorni alla
temperatura di 24 °C, ed illuminazione alternata al buio in cicli di 12 h
ore su 24. Dal bordo delle colonie in attivo accrescimento sviuppatesi, sono
stati preparati dischetti (ø 6 mm) con i quali sono state inoculate le piastre
impiegate nella prova. I dischetti di micelio preparati dalle colonie di ciascuno
degli isolati di Trichoderma e del ceppo patogeno, sono stati posti a 6 cm
di distanza (Figura 3.5). A causa della minor velocità di accrescimento del
Figura 3.5: Misure rilevate nelle piastre inoculate con il Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi (Fod) e con il potenziale antagonista (gli isolati di Trichoderma spp.)
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, il dischetto del patogeno è stato inoculato
48 h prima di quello dell’antagonista. Le piastre sono state incubate per 21
giorni alla temperatura di 24 °C, ed illuminazione alternata al buio in cicli
di 12 ore su 24 ore. Sono stati eseguiti rilievi sull’accrescimento radiale delle
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colonie circa ogni 12 ore. L’interazione fra le due colonie è stata valutata
prendendo in esame i seguenti parametri (Royse and Riess, 1978; Bell et al.,
1982):
• presenza di una zona di inibizione tra le due colonie;
• inibizione della crescita radiale delle colonie;
• capacità di sovracrescita di una colonia sull’altra (micoparassitismo).
La sovrascrescita di isolati di Trichoderma spp. sulla colonia di Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi può avere spiegazioni diverse. Al fine di meglio chia-
rire la situazione degli isolati da noi testati, è stata condotta un’ulteriore
indagine per verificare se la produzione di metaboliti rilasciati nel mezzo da
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, in assenza del micelio del patogeno, ave-
vano un qualche effetto sull’accrescimento e sulla sporulazione degli isolati di
Trichoderma spp. testati. Su piastre Petri (ø 10 cm) contenenti il substrato
PDA solidificato, è stato adagiato un disco di cellophan sterile, su cui è stato
inoculato, a circa 2,5 cm di distanza dal bordo della piastra, un disco di mi-
celio (ø 6 mm) di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, prelevato dal bordo di
colonie in attivo accrescimento su PDA. Le piastre sono state incubate alla
temperatura di 24 °C, ed illuminazione alternata al buio in cicli di 12 ore su 24
ore. Trascorsi 4 giorni dall’inoculazione, quando le colonie avevano raggiunto
un diametro di circa 5 cm, sul fondo di ciascuna piastra è stato segnato, con
pennarello indelebile, il margine della colonia ed il punto di inoculo. Succes-
sivamente i dischi di cellophan e, quindi, le colonie di Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi, sono stati tolti e in ciascuna piastra è stato incoculato un disco
di micelio (ø 6 mm), prelevato da colonie in attivo accrescimento su PDA di
ciascun isolato di Trichoderma spp. in posizione opposta al punto di inoculo
del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, come schematizzato in Figura 3.6.
Le piastre sono state incubate alla temperatura di 24 °C, ed illuminazione
alternata al buio in cicli di 12 ore su 24 ore. Le piastre sono state osservate
quotidianamente allo scopo di valutare l’effetto dei metaboliti rilasciati nel
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substrato da Fusarium oxysporum f. sp. dianthi sullo sviluppo della colonia
degli isolati di Trichoderma spp. testati.
Figura 3.6: Distanze di inoculo utilizzate per la valutazione dell’effetto dei metaboliti
rilasciati nel substrato da Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod) sullo sviluppo della
colonia degli isolati di Trichoderma spp. testati.
Produzione di coilings
Al fine di valutare le capacità micoparassitarie di Trichoderma è stata al-
lestita una ulteriore prova, volta a valutare la capacità degli otto isolati di
Trichoderma spp. in esame di produrre avvolgimenti ifali (noti come coi-
lings) attorno alle ife di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. La prova è stata
realizzata sulla base del precedente lavoro di Gambogi e Durante (1985), su
substrato WA in piastre petri (ø 10 cm). In ciascuna piastra, è stato steso
un disco di cellophan (ø 9 cm) sterile (dischi autoclavati per 2 volte a 121
°C per 40 minuti in acqua). Dischetti di micelio (ø 6 mm) di Trichoderma e
di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, prelevati dal bordo di colonie in atti-
vo accrescimento su terreno PDA, sono stati posti ad una distanza di 5 cm
l’uno dall’altro, dando al Fusarium oxysporum f. sp. dianthi un vantaggio di
48 ore. Le piastre sono state incubate alla temperatura di 24 °C, ed illumina-
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zione alternata al buio in cicli di 12 ore su 24 ore. Quando le colonie avevano
raggiunto una dimensione tale da confluire, nella zona di contatto tra le due
colonie, sono state asportate porzioni di cellophan (circa 3 cm per 1 cm),
trasfertite su un vetrino portaoggetto e montate a freddo con colorante cot-
ton blue (0,5%) aggiunto di Sudan III in eccesso ed osservate al microscopio
composto.
Sugli isolati capaci di produrre coilings è stata condotta un’ulteriore in-
dagine per verificare se la presenza delle sole strutture miceliari del patogeno
è condizione sufficiente alla formazione dei coilings. Su piastre Petri (ø 10
cm) contenenti il substrato WA solidificato, contenenti un disco di cellophan
sterile, è stato inoculato, a circa 4,5 cm di distanza dal bordo della piastra,
un disco di micelio (ø 6 mm) di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, prelevato
dal bordo di colonie in attivo accrescimento su PDA. Le piastre sono state
incubate alla temperatura di 24 °C, ed illuminazione alternata al buio in cicli
di 12 ore su 24 ore. Trascorsi 3 giorni dall’inoculazione, quando le colonie
avevano raggiunto un diametro di circa 4 cm, i dischi di cellophan sono stati
trasferiti in piastre Petri di vetro, e sterilizzate a 120 °C per 20’. Una vol-
ta raffreddato, il cellophan è stato idratato con circa 2 mL di acqua sterile
all’interno delle stesse piastre di vetro e successivamente è stato trasferito
in piastre Petri (ø 10 cm) contenenti WA. Sul cellophan, a circa 4,5 cm di
distanza dal punto di inoculo del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi è stato
trasferito un disco di micelio (ø 6 mm) di Trichoderma, prelevato dal bordo
di colonie in attivo accrescimento su PDA. Quando la colonia di Trichoderma
era confluita con quella di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi si è proceduto
all’analisi al microscopio composto, con le stesse modalità precedentemente
descritte. La presenza dei coilings è stata valutata sulla base delle seguenti
caratteristiche:
• corte ramificazioni (chiamate anche lacci)
• formazione di avvolgimenti ifali (coilings)
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• vacuolizzazione e svuotamento dei contenuti cellulari delle ife del pato-
geno
Cotton blue con Sudan III
Per la preparazione della soluzione base mischiare: acido lattico, glicerina e
acqua (1:2:1). A 100 ml della soluzione base aggiungere Sudan III in eccesso
e far bollire in matraccio. Lasciare raffreddare e filtrare la soluzione otte-
nuta con carta. Aggiungere Cotton blue (0,5%) ed agitare fino a soluzione
completa.
3.5.3 Produzione di siderofori
Al fine di valutare il coinvolgimento della competizione per nutrienti come
possibile meccanismo di interazione tra Trichoderma e Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi, la capacità degli otto isolati di Trichoderma spp. di produr-
re siderofori è stata saggiata mediante il saggio universale CAS (Schwyn
and Neilands 1987). Tale saggio permette di individuare i siderofori indipen-
dentemente dalla loro struttura. E’ stato seguito il protocollo modificato da
Milagres et al., nel 1999, al fine di risolvere il problema dovuto alla tossicità
del CAS (cromo-azurolo S) verso i funghi. Il CAS-blue agar è stato preparato
usando 60,5 mg di CAS disciolti in 50 ml di acqua distillata e mescolati con
10 ml di una soluzione di ferro (III) (FeCl3·6H2O 1 mM in HCl 10 mM).
Dopo agitazione questa soluzione è stata lentamente aggiunta a 72,9 mg di
HDTMA disciolto in 40 ml di acqua. La soluzione risultante è stata auto-
clavata a 121 °C per 15’. E’ stata autoclavata anche una soluzione costituita
da 750 ml di acqua, 15 g di agar, 30,24 g di Pipes e 12 ml di una soluzione
al 50% (peso/peso) di NaOH. Le due soluzioni sono state unite lentamente
e mantenendole in agitazione per evitare la formazione di schiuma. Tutta la
vetreria utilizzata è stata trattata per 12 ore con HCl 6 M per rimuovere il
ferro ed è stata abbondantemente sciacquata con acqua bidistillata, utilizzata
anche per preparare i mezzi di coltura. Sono state preparate piastre Petri (ø
6 cm) con 12 ml di PDA. Dopo la solidificazione il substrato è stato tagliato
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Figura 3.7: Piastra utilizzata per testare la capacità degli isolati di produrre siderofori:
in blu il terreno CAS-blue agar, in giallo PDA.
a metà ed una metà è stata asportata. Nella metà vuota sono stati aggiunti
5,3 ml di CAS-blue agar (Figura 3.7). L’inoculo è stato posto vicino al bordo
della piastra nella porzione di PDA. Per ciascun ceppo fungino sono state
realizzate 3 replicazioni. Sono stati fatti 4 rilievi quotidiani, distanziati 3 ore
l’uno dall’altro per rilevare l’accrescimento radiale della colonia. La produ-
zione di siderofori è stata determinata misurando l’avanzamento del fronte di
cambiamento di colore (in mm, dal blu al rosso) del CAS blu agar a partire
dalla zona di contatto tra i due mezzi.
3.6 Analisi dei dati
I rilievi effettuati durante le prove sono stati elaborati ed espressi sottoforma
di accrescimento orario (mm·h−1) e sono stati sottoposti ad analisi statistica
mediante il programma Systat 10. I grafici sono stati elaborati con l’impiego
del software Sigmaplot 9.0.
65
Capitolo 4
Risultati
Risultati
4.1 Screening in vivo
Al fine di individuare uno o più isolati di Trichoderma in grado di contenere
lo sviluppo della malattia dovuta alla presenza di Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi, è stato allestito un esperimento in serra, come descritto in 2.4.
Ad intervalli di tempo regolari è stata rilevata la presenza dei seguenti sin-
tomi: appassimento, ingiallimento, necrosi di giovani germogli, getti laterali
o foglie, tipicamente su un solo lato della pianta o del getto. L’analisi dei
rilievi, effettuati valutando la comparsa dei tipici sintomi riconducibili alla
tracheofusariosi indotta da Fusarium oxysporum f. sp. dianthi ha permesso di
individuare, dopo 131 giorni di coltura, 53 tesi sintomatiche sulle 92 tesi pre-
senti. Le piante delle tesi controllo, inoculato con la sola sospensione conidica
di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, hanno evidenziato la comparsa di sin-
tomi riconducibili alla tracheofusariosi in tutte e tre le ripetizioni. Campioni
appartenenti alle 39 tesi rimanenti, sono stati sottoposti a rilievi distrutti-
vi, valutando l’eventuale comparsa di imbrunimenti a livello delle sezioni del
colletto tipico della tracheofusariosi del garofano. Tra queste, 22 tesi hanno
mostrato imbrunimento dei tessuti vascolari e per questo sono state conside-
rate sintomatiche. Le rimanenti 17 tesi asintomatiche, sono state trasferite in
cella climatica a 30 °C per 31 giorni, al termine del periodo, 9 hanno eviden-
ziato la comparsa di sintomi descritti precedentemente. Riassumendo: delle
92 tesi iniziali 8 non hanno evidenziato sintomi riconducibili alla tracheo-
fusariosi provocata da Fusarium oxysporum f. sp. dianthi sia esternamente
che a livello dei tessuti vascolari interni. Le piante della tesi controllo non
inoculato, contenente solo terriccio, e le piante della tesi controllo trattameto
chimico, non hanno evidenziato alcun sintomo in tutte e tre le replicazioni.
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4.2 Valutazione dei meccanismi di azione degli
antagonisti
Le 8 tesi asintomatiche risultate dallo screening in vivo sono riconducibili ai
seguenti isolati di Trichoderma spp:
Specie N. isolato Matrice
T. flavofuscum CBS248.59 5078 Terreno (USA, Georgia)
T. harzianum 6741 Colignola
T. harzianum 6742 Colignola
T. harzianum 6746 Colignola
T. saturnisporum 2070 -
Trichoderma sp. 7660 Torba
Trichoderma sp. 8236 Terreno vicino a piante (Donetsk)
T. viride 4955 -
Tabella 4.1: Elenco degli isolati di Trichoderma spp. che hanno fornito risultati positivi
nello screening in vivo.
Questi isolati sono stati ulteriormente indagati, mediante prove in vitro,
al fine di valutare i meccanismi di azione alla base del contenimento della
malattia osservato durante lo screening in vivo.
4.2.1 Produzione di composti organici volatili biologi-
camente attivi
La produzione ed il rilascio di composti volatili rappresenta uno dei meccani-
smi con cui i BCAs inibiscono, a distanza, la crescita del patogeno. Al fine di
valutare il coinvolgimento di questo meccanismo d’azione è stato allestito un
test in vitro come descritto in 2.5.1. Le misure dei diametri di accrescimento
delle colonie raccolti durante i rilievi, hanno permesso di ricavare un grafico
(Figura 4.1) che compara l’accrescimento delle colonie di Fusarium, cresciute
nelle piastre sovrapposte a ciascuno degli otto isolati di Trichoderma, con
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l’accrescimento delle repliche di controllo di Fusarium contro se stesso.
Figura 4.1: Accrescimento delle colonie di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.
Come mostrato nella figura 4.1, nella seconda fase della prova e più precisa-
mente a partire da 100 h di incubazione solo l’isolato 5078 è sembrato essere
in grado di rallentare l’accrescimento di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi,
mostrando una curva dalla pendenza inferiore rispetto alle altre e discostan-
dosi dalle curve controllo (Fod vs nulla/Fod vs Fod). Quanto mostrato dai
risultati ottenuti da questa prova ha permesso di ipotizzare che l’isolato 5078
fosse capace di produrre sostanze organiche volatili che influivano negati-
vamente sull’accrescimento del patogeno. Allo scopo di confermare questo
dato, la prova è stata ripetuta impiegando un numero maggiore di replicazioni
(12). Dai dati ottenuti (figura 4.2), tuttavia, non è stato possibile confermare
i risultati osservati nella prova precedente.
In conclusione, degli otto isolati di Trichoderma spp. testati contro Fu-
sarium oxysporum f. sp. dianthi nessuno ha prodotto, su PDA, composti
organici volatili capaci di avere effetto sull’accrescimento del fungo patogeno.
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Figura 4.2: Accrescimento di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi contro Trichoderma
flavofuscum.
4.2.2 Antagonismo in vitro
Colture duali
Le prove di antagonismo in piastra, condotte come descritto in 2.5.2, non
hanno evidenziato alcun isolato di Trichoderma spp. capace di inibire effica-
cemente a lunga distanza lo sviluppo di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi,
mentre alcuni isolati si sono mostrati efficaci a distanza ravvicinata. Median-
te i valori raccolti sull’accrescimento radiale della colonia è stato possibile
costruire i relativi grafici (Figura 4.3).
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(a) T. flavofuscum (b) Trichoderma viride
(c) T. saturnisporum (d) T. harzianum
(e) T. harzianum (f) T. harzianum
(g) Trichoderma sp. (h) Trichoderma sp.
Figura 4.3: Effetto dei metaboliti rilasciati da Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
sull’accrescimento e sulla sporulazione degli isolati di Trichoderma spp. testati.
71
Risultati
L’insieme dei grafici mostrati in Figura 4.3 descrive l’accrescimento in mm
della colonia del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi nella direzione controllo
(r2) e nella direzione dell’isolato di Trichoderma (r1) contro cui è stato te-
stato, secondo lo schema riportato nella figura 3.5. Sebbene nessun isolato di
Trichoderma si sia mostrato capace di inibire sensibilmente a distanza l’accre-
scimento del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, analizzando più in dettaglio
i singoli grafici, a partire dal primo e cioè quello relativo all’accrescimento di
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi contro l’isolato di Trichoderma 5078 è pos-
sibile osservare una sostanziale interruzione dell’accrescimento della colonia
del patogeno quando giunge a ridosso della colonia di Trichoderma. Anche il
grafico relativo all’isolato 4955 presenta una curva che mostra un andamento
sostanzialmente simile, sebbene l’effetto inibitorio si manifesti prima. I gra-
fici relativi all’accrescimento di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi contro gli
isolati di Trichoderma 2070, 6741 e 6746 presentano lo stesso andamento e si
differenziano da quelli precedentemente descritti perché si osserva una ridu-
zione nella velocità di accrescimento, piuttosto che un arresto, probabilmente
dovuta alla ravvicinata presenza della colonia di Trichoderma. I grafici re-
lativi all’accrescimento del patogeno contro gli isolati di Trichoderma 6742,
7660 e 8236 mostrano una pressoché totale sovrapposizione delle due curve,
ad indicare che in nessuna fase dell’accrescimento si è manifestata alcuna
influenza della coltura duale.
Nel grafico che segue (Figura 4.4) sono riportati i valori relativi al raggio
utilizzato come controllo (r2 figura 3.5) per la crescita delle colonie di Fusa-
rium in ciascuna coltura duale. Il grafico evidenzia una elevata congruenza
nelle velocità di accrescimento delle colonie di Fusarium cresciute in presenza
dei diversi isolati Trichoderma. Questo dato convalida i risultati della prova
perché garantisce una uniformità di accrescimento delle colonie di Fusarium.
Per quanto riguarda l’attività micoparassitaria possiamo dire che gli otto
isolati di Trichoderma possono essere classificati in quattro gruppi:
- Gruppo A: la colonia di Trichoderma è capace di sovracrescere sull’in-
tera colonia di Fusarium.
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Figura 4.4: Accrescimento delle colonie di Fod nella direzione controllo.
- Gruppo B: la colonia di Trichoderma è capace di sovracrescere sul 50%
della colonia di Fusarium.
- Gruppo C: la colonia di Trichoderma è capace di sovracrescere sul 33%
della colonia di Fusarium.
- Gruppo D: la colonia di Trichoderma non è capace di sovracrescere
sulla colonia di Fusarium ed è visibile una zona di inibizione tra le due
colonie.
Al Gruppo A appartiene l’isolato 5078 Trichoderma flavofuscum.
Come è possibile osservare nella figura 4.5 A, la capacità del Trichoderma di
crescere e sporulare sulla colonia del Fusarium è piuttosto evidente, infatti
sull’intera superficie della colonia del patogeno sono visibili strutture mice-
liari aeree portanti conidi. La colonia del Trichoderma flavofuscum circonda
la colonia del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, questo effetto è dovuto ad
una maggior velocità di accrescimento del Trichoderma rispetto al Fusarium.
Questo effetto è riscontrabile in tutti gli abbinamenti Trichoderma-Fusarium
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perché in ogni coltura duale Trichoderma ha sempre mostrato una velocità
di accrescimento maggiore rispetto al Fusarium.
Al Gruppo B appartiene l’isolato 6741 Trichoderma harzianum.
Anche il Trichoderma harzianum, isolato 6741, si è mostrato capace di cre-
scere e sporulare sulla colonia di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Nella
figura 4.5 B è ben evidente l’anello di sporulazione verde presente sopra la
colonia del Fusarium. Il Trichoderma si è mostrato capace di occupare ap-
prossimativamente il 50% della superficie della colonia di Fusarium.
Al Gruppo C appartengono gli isolati:
6742 Trichoderma harzianum
6746 Trichoderma harzianum
7660 Trichoderma sp.
A questo gruppo appartengono quegli isolati caratterizzati da una limitata
profondità dell’area di sovrapposizione micelica con la colonia di Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi. La superficie occupata è stata approssimata a circa
1/3 della superficie totale, come mostrato nelle figura 4.6 A, B e C.
Al Gruppo D appartengono gli isolati:
2070 Trichoderma saturnisporum
4955 Trichoderma viride
8236 Trichoderma sp.
A questo gruppo appartengono gli isolati che si sono dimostrati incapaci di
colonizzare la colonia di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. In tutti e tre
gli isolati è ben evidente una marcata zona di inibizione tra le due colonie
(Figure 4.7 A, B e C). Questa zona di inibizione è più marcata ed estesa nel
caso degli isolati 2070 (Figura 4.7 A) ed 8236 (Figura 4.7 C), mentre è più
contenuta nel caso dell’isolato 4955 (Figura 4.7 B).
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Figura 4.5: Trichoderma flavofuscum isolato 5078 (A), Trichoderma harzianum isolato
6741(B).
Figura 4.6: Trichoderma harzianum isolato 6742 (A), Trichoderma harzianum isolato
6746(B), Trichoderma sp. 7660 (C).
Figura 4.7: Trichoderma saturnisporum isolato 2070 (A), Trichoderma viride isolato
4955 (B), Trichoderma sp. 8236 (C).
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L’analisi visiva delle piastre (figura 4.8) relative all’indagine condotta per
verificare se la produzione di metaboliti rilasciati nel mezzo da Fusarium oxy-
sporum f. sp. dianthi, in assenza del micelio del patogeno, avevano un qual-
che effetto sull’accrescimento e sulla sporulazione degli isolati di Trichoderma
spp. testati, ci consente di affermare che nessun isolato ha un accrescimento
migliore nella zona precedentemente colonizzata da Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi ; al contrario possiamo suddividere gli isolati di Trichoderma sulla
base della riduzione di accrescimento. Il gruppo A, costituito dal solo Tri-
choderma flavofuscum isolato 5078 mostra scarsa riduzione di accrescimento
(figura 4.8(a)), e il gruppo B, costituito da tutti gli altri isolati, che mostrano
riduzioni decise di accrescimento, se pur di intensità diversa.
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(a) T. flavofuscum 5078 (b) T. saturnisporum
2070
(c) T. viride 4955 (d) T. harzianum 6741
(e) T. harzianum 6742 (f) T. harzianum 6746
(g) T. sp. 7660 (h) T. sp. 8236
Figura 4.8: Effetto dei metaboliti rilasciati da Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
sull’accrescimento e sulla sporulazione degli isolati di Trichoderma spp. testati.
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Produzione di Coilings
Dalle osservazioni effettuate al microscopio composto su vetrini contenenti
porzioni di cellophane prelevate nel punto di contatto tra le colonie del pato-
geno e degli antagonisti (come specificato in 2.5.2), è stato possibile osservare
la formazione di avvolgimenti ifali. In particolare gli isolati 8236 e 4955 si so-
no distinti per la capacità di formare numerosi coilings, lacci semplici e corte
branche soprattutto in corrispondenza dei fasci di Fusarium, i quali mostrano
svuotamento dei contenuti citoplasmatici. In figura 4.9 sono mostrati avvol-
gimenti ifali, lacci semplici e corte branche formate dagli isolati 8236 e 4955
intorno alle ife di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.
(a) T. viride 4955 (b) Trichoderma sp. 8236
Figura 4.9: Coilings, lacci semplici e corte branche degli isolati 4955 (a) e 8236 (b).
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Gli isolati 6741, 6742 e 6746 hanno mostrato la capacità di formare corte
branche e lacci semplici, determinando lo svuotamento dei contenuti cito-
plasmatici, ma con una frequenza decisamente inferiore rispetto al primo
gruppo. In figura 4.10 sono mostrati le branche ed i lacci degli isolati appena
descritti.
(a) T. harzianum 6741 (b) T. harzianum 6742
(c) T. harzianum 6746
Figura 4.10: Corte branche e lacci semplici degli isolati 6741 (a), 6742 (b) e 6746 (c).
Un terzo gruppo è costituito dagli isolati 2070, 5078 e 7660 che si sono
dimostrati incapaci di produrre strutture di micoparassitismo.
Per quanto riguarda la prova condotta per verificare se la presenza del-
le sole strutture miceliari morte del patogeno è condizione sufficiente alla
formazione di coilings, nessun isolato si è dimostrato capace di differenziare
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strutture tipiche del micoparassitismo. Unica nota da rilevare è il comporta-
mento dell’isolato 8236, che evidenzia un incremento nella ramificazione ifale
in prossimità dei fasci ifali di Fusarium. Presumibilmente la ramificazione
è dovuta alla capacità dell’isolato di Trichoderma di utilizzare le strutture
miceliari del patogeno come fonte di nutrienti.
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4.2.3 Produzione di siderofori
La competizione per nutrienti è uno dei principali meccanismi impiegati dagli
agenti di biocontrollo per contenere lo sviluppo di funghi patogeni. Uno tra
gli elementi per i quali più spesso si instaurano meccanismi di competizio-
ne è il ferro (Fe3+). I microrganismi riescono ad assorbire il ferro mediante
la produzione di composti chelanti a basso peso molecolare che prendono il
nome di siderofori. In condizioni di scarsa disponibilità di questo microele-
mento la capacità chelante dei diversi siderofori può conferire un vantaggio
nel vincere la competizione. Mediante il saggio universale CAS, che consente
di rilevare la presenza di siderofori attraverso una reazione colorimetrica, è
stata valutata la capacità degli otto isolati di Trichoderma e del Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi di produrre siderofori. Il saggio universale CAS ha
permesso di identificare un solo isolato di Trichoderma capace di produrre
siderofori. L’isolato di Trichoderma in questione è il ceppo Trichoderma sp.
7660, che ha mostrato una crescita regolare su terreno PDA fino al raggiun-
gimento dell’interfaccia con il terreno CAS-blue agar, dove ha arrestato la
sua crescita. Una volta giunto all’interfaccia tra i due terreni sono passate
circa 24 ore dall’inizio della reazione colorimetrica (Figura 4.11(a)). Il colore
del terreno CAS-blue agar ha iniziato fin da subito a virare verso il rosso, il
fronte di diffusione ha mostrato un avanzamento piuttosto lento, impiegando
circa 4 giorni per raggiungere la distanza di 1 cm, inoltre, in questo periodo
l’intensità del colore si è accentuata.
Per tutti gli altri isolati di Trichoderma e per il Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi non è stata osservata alcuna variazione colorimetrica del substra-
to cromogeno. Invece, è stata evidenziata la formazione di un pigmento giallo
in corrispondenza dell’avanzamento del micelio sul substrato cromogeno (Fi-
gura 4.12). La diffusione del pigmento giallo nel substrato CAS-blue agar ha
presentato notevoli differenze tra i vari isolati testati.
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(a) Reazione colorimetrica positiva
per la produzione di siderofori da
parte dell’isolato Trichoderma sp.
7660
(b) Piastra PDA-CAS controllo non
inoculata
Figura 4.11: Saggio colorimetrico CAS-blue agar per rilevare la produzione di siderofori.
(a) Piastra vista recto (b) Piastra vista verso
Figura 4.12: Formazione di pigmento giallo in corrispondenza dell’avanzamento del
micelio dell’isolato Trichoderma sp. 8236 sul substrato cromogeno.
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Figura 4.13: Curve di accrescimento degli isolati di Trichoderma e del Fusarium oxyspo-
rum f. sp. dianthi relative alla prova condotta con il saggio universale CAS per la valutare
la produzione di siderofori.
Dall’analisi dei rilievi effettuati sull’accrescimento radiale delle colonie è
emersa una diversa risposta alla tossicità del CAS-blue agar. Le curve di ac-
crescimento degli isolati di Trichoderma mostrano una prima fase che va da
0 a circa 54 ore (Figura 4.13), a cui corrisponde la fase di accrescimento su
PDA. La seconda fase, che va da 54 fino a 174 ore, è caratterizzata da un
evidente cambiamento nella pendenza delle curve di accrescimento e corri-
sponde alla fase di crescita sul CAS-blue agar. La risposta degli isolati alla
tossicità del CAS-blue agar appare ancora più evidente dal confronto delle
velocità di accrescimento calcolate sulla base dei rilievi effettuati sull’accre-
scimento radiale delle colonie sui diversi substrati (Tabella 4.2).
Per tutti gli isolati di Trichoderma si osserva una riduzione dell’accrescimen-
to superiore al 50%. Tra gli isolati, quelli che sembrano subire maggiormente
la tossicità del CAS-blue agar sono il 2070 ed il 7660. E’ particolarmente
evidente il comportamento degli isolati 2070 e 7660, anche dalla curva di
accrescimento riportata nel grafico in figura 4.13, che manifestano un vero
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Isolato Vel PDA Vel CAS Riduzione % P(a)
T. saturnisporum 2070 0.402 0.000 100 0.000
Trichoderma sp. 7660 0.417 0.000 100 0.000
T. harzianum 6742 0.404 0.064 84 0.000
T. harzianum 6741 0.383 0.064 83 0.000
T. harzianum 6746 0.366 0.091 75 0.001
Trichoderma sp. 8236 0.421 0.153 64 0.000
T. flavofuscum 5078 0.434 0.160 63 0.000
T. viride 4955 0.561 0.257 54 0.000
F. oxysporum f. s. dianthi 0.210 0.175 17 0.011
Tabella 4.2: Valori di accrescimento su PDA e su terreno CAS.
(a) Significatività della differenza tra le velocità di accrescimento.
e proprio arresto dell’accrescimento. Mentre gli isolati 4955, 5078 e 8236 so-
no quelli che meno risentono degli effetti tossici, sebbene la loro velocità di
accrescimento subisca una riduzione superiore al 50%. Totalmente diverso è,
invece, il comportamento del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi che risente
in modo molto più contenuto della tossicità dovuta al CAS-blue agar e man-
tiene pressoché costante la propria velocità di accrescimento. La validità di
questi dati è stata confermata mediante test General Linear Model (GLM)
effettuato con il software SYSTAT 10, con il quale è stata dimostrata una
differenza altamente significativa tra le velocità di accrescimento su PDA e
su CAS-blue agar (valore riportato nella colonna P tabella 4.2) per tutti i
funghi testati.
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Discussione
La tracheofusariosi del garofano (Dianthus caryophyllus), causata da Fu-
sarium oxysporum f. sp. dianthi, rappresenta la malattia più dannosa nella
coltivazione di questa specie floricola ed è presente nelle zone dianthicole di
tutto il mondo (Baker, 1980; Garibaldi and Gullino, 1987). Tra i molti pro-
blemi legati al controllo di questa malattia, le principali difficoltà sono dovute
all’inadeguatezza dei metodi chimici disponibili ed alla comparsa di isolati
resistenti ai fungicidi (Baker, 1980). Tra i fungicidi impiegati nel controllo del
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, il Benomyl si è rivelato il più efficace, ma
il suo impiego è stato vietato a partire dal 25 maggio 2004 su Decisione della
Commissione europea (2202/928/CE del 26 novembre 2002, recepito in Ita-
lia con Decreto Ministeriale 11 febbraio 2003) a causa dei comprovati effetti
cancerogeni e mutageni sull’uomo e della duratura persistenza nell’ambiente.
Le misure di controllo attualmente disponibili si basano sull’azione combi-
nata di più mezzi di difesa, e fanno uso della parziale disinfezione del suolo,
dell’applicazione combinata di più fungicidi unite all’impiego di talee sane.
Cultivar commercialmente accettabili, resistenti all’appassimento causato dal
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, non sono disponibili. Questa inadegua-
tezza di metodi disponibili per la lotta contro il Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi in garofano rende il controllo biologico un’alternativa ideale. Negli ul-
timi decenni sono stati realizzati estensivi studi sull’uso di antagonisti per il
controllo dei funghi patogeni, con l’obiettivo di sostituire gli esistenti metodi
di controllo chimico (Whipps, 1987).
I primi microrganismi impiegati come BCAs contro il Fusarium oxyspo-
rum f. sp. dianthi sono stati Fusaria saprofiti isolati ed identificati in suoli
repressivi presenti in zone a forte vocazione dianthicola, in Italia ed in Francia
(Garibaldi et al., 1985). Successivi studi hanno indagato la possibilità di im-
piegare i Fusaria antagonisti nel contenimento del Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi, basandosi sull’osservazione che il contenimento della malattia è più
efficiente all’aumentare del rapporto tra la quantità di inoculo di Fusarium
oxysporum antagonisti impiegati e il Fusarium oxysporum patogeno presente
nel terreno (Alabouvette et al., 1987; Lemanceau et al., 1993). La soppres-
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sione della malattia sembra essere connessa con la diminuzione dell’attività
metabolica del patogeno all’interno ed all’esterno delle radici, valutata come
attività della β-glucoronidasi. Questo risultato è in linea con le osservazioni
fatte da Olivain e Alabouvette (1997) che mostrano che soltanto le ife in at-
tivo accrescimento di Fusarium oxysporum sono capaci di penetrare le radici.
La riduzione nel metabolismo del carbonio del patogeno potrebbe risultare
nel decremento del numero di infezioni radicali e, conseguentemente, nella
riduzione della severità della malattia. Questa riduzione potrebbe riflettere
un decremento nelle fonti di carbonio disponibili per il patogeno, risultan-
te dalla competizione per il carbonio ottenuta con il Fo47, come precedente
dimostrato in vitro (Lemanceau et al., 1993).
I funghi del genere Trichoderma sono noti da molto tempo per le loro po-
tenzialità come agenti di biocontrollo (Weindling, 1932) e si sono dimostra-
ti efficaci nel contenere lo sviluppo di alcune specie appartenenti al genere
Fusarium e ad altri generi (Chet and Henis, 1985; Campbell, 1989).
Nel presente lavoro è stato messo in atto uno screening in vivo volto ad
individuare isolati di Trichoderma efficaci nel contenere Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi. Lo screening è stato impostato nell’ottica di sviluppo di un bio-
fitofarmaco, per cui l’inoculo dei potenziali antagonisti è stato realizzato con
crusca in modo che potesse essere agevolmente mescolato al terriccio, mi-
mando i tradizionali prodotti di comune impiego in agricoltura. Il Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi, invece, è stato inoculato come sospensione acquosa
di spore, metodo comunemente impiegato nella selezione di cultivar resistenti
di garofano (comunicazione personale, C. Pasini, Istituto Sperimentale per
la Floricoltura, San Remo). Lo screening è stato effettuato in condizioni am-
bientali che favorissero la crescita e la patogenicità del patogeno (Bickerton,
1942) e, quando le condizioni in serra non erano più idonee al suo sviluppo,
la prova è stata trasferita in cella climatica. Un approccio di questo tipo
consente di individuare microrganismi antagonisti capaci di svilupparsi, so-
pravvivere ed agire come agenti di biocontrollo nelle condizioni migliori per lo
sviluppo del patogeno. Carver et al. (1996) hanno dimostrato che il controllo
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di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi ottenuto con Trichoderma aureoviride
era più efficace e duraturo a temperature vicine all’optimum di crescita e di
patogenicità del patogeno (Hood and Stewart, 1957). L’applicazione di un
microrganismo antagonista è fortemente limitata dai fattori ambientali, ed è
efficace in un range piuttosto ristretto di condizioni ambientali. Di norma,
però, la coltivazione del garofano viene effettuata in serre che consentono
una riduzione degli sbalzi termici ed un mantenimento più costante delle
condizioni ottimali di coltivazione ed è stato dimostrato che questo può con-
ferire maggiori potenzialità all’agente di biocontrollo nel contenimento del
patogeno (Lumsden and Locke, 1989; Lewis and Papavizas, 1991). Inoltre,
poiché la produzione commerciale del garofano viene effettuata con terricci
basati sulla torba, che hanno una bassa attività microbica, essi potrebbero
essere una nicchia ecologica più sensibile all’introduzione, alla stabilizzazione
ed alla proliferazione di un antagonista, rispetto ai suoli naturali dove esiste
un buffer microbico che potrebbe ridurre le capacità di controllo biologico
dell’antagonista (Lumsden et al., 1983).
La maggior stabilità termica dovuta alla coltivazione in ambienti protetti,
unita all’impiego di terricci per la coltivazione del garofano che presentano
un basso livello di microflora indigena rappresentano le condizioni ideali che
potrebbero consentire l’eventuale impiego di uno o più degli isolati che si
sono mostrati capaci di contenere la patogenicità di Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi in tutte le aree dianthicole del mondo.
Alla fine del secolo scorso sono stati condotti studi che prevedevano l’im-
piego di isolati di Trichoderma contro Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.
Tuttavia Arbeláez and Guzmán (1993) e García et al. (1999) hanno dimo-
strato che isolati di Trichoderma harzianum applicati al suolo in condizioni
di coltivazione commerciale non fornivano un sufficiente livello di controllo.
Questi lavori, però, si sono basati sull’impiego di una sola specie di Tricho-
derma, mentre il lavoro oggetto di studio di questa tesi ha avuto come punto
di partenza lo screening di un elevato numero di isolati, appartenenti a diver-
se specie, all’interno del genere, alcune delle quali di recente identificazione
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e ricollocazione all’interno delle sezioni.
Fino a pochi anni fa i test in vivo erano preceduti da screening preliminari
in vitro di un gran numero di microrganismi, spesso però i risultati ottenuti
in campo o in serra erano inconsistenti e non riflettevano i risultati ottenuti in
vitro (Whipps et al., 1987). Questo ha messo in discussione l’effettiva efficacia
dei test preliminari, suggerendo che uno screening in campo, sebbene più
dispendioso in termini economici e di tempo, è da preferirsi. In un secondo
tempo, una volta individuati quegli isolati capaci di contenere la diffusione
della malattia, è possibile studiare i meccanismi impiegati dal microrganismo
nel controllo biologico della fitopatia. Nel presente lavoro è stata adottata
questa seconda strategia.
Gli isolati di Trichoderma che si sono dimostrati capaci di controllare lo
sviluppo di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi sono stati indagati in vitro
per chiarire i possibili meccanismi di azione attraverso i quali gli isolati di
Trichoderma potevano controllare lo sviluppo del Fusarium.
I meccanismi generali di controllo biologico possono essere divisi in mec-
canismi diretti e meccanismi indiretti attuati dagli agenti di controllo biolo-
gico sui patogeni delle piante. I meccanismi diretti includono la competizione
per nutrienti o per lo spazio, la produzione di antibiotici ed enzimi litici, in
attivazione degli enzimi del patogeno e del parassitismo. I meccanismi indi-
retti includono tutti quegli aspetti che producono cambiamenti morfologici e
biochimici nella pianta ospite, come la tolleranza allo stress attraverso incre-
menti dello sviluppo radicale e della pianta, la solubilizzazione o il sequestro
di nutrienti organici, e l’induzione di resistenza.
La capacità di isolati di Trichoderma spp. di produrre composti organici
volatili che possono inibire o stimolare la crescita radiale dei funghi è nota
da molto tempo (Dick and Hutchinson, 1966; Dennis and Webster, 1971).
Studi più recenti hanno confermato l’efficacia di alcuni isolati nel contenere
funghi di interesse fitopatogeno (Bruce et al., 2000; Bruce et al., 1996), mentre
altri hanno permesso l’identificazione di specifici composti organici volatili
come eptanale, octanale e 2 metil-1-butanolo, che inibiscono la crescita dei
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funghi (Wheatley et al., 1997) e ed è stata dimostrata la loro efficacia a
concentrazione dell’ordine dei µg·l−1 (Humphris et al., 2001).
Degli otto isolati di Trichoderma spp. testati, nessuno ha prodotto com-
posti organici volatili capaci di influenzare l’accrescimento del Fusarium oxy-
sporum f. sp. dianthi. Questo risultato non deve erroneamente portare ad
escludere questo meccanismo tra le strategie adottate per controllare la ma-
lattia, in quanto la produzione di composti organici volatili è fortemente
influenzata dal mezzo di crescita. Wheatley et al. (1997) hanno dimostrato
che la composizione del mezzo di crescita è il principale componente che de-
termina il range e la quantità di VOCs prodotti dagli isolati di Trichoderma.
L’effetto inibitore dei VOCs prodotti da Trichoderma spp. fu maggiore quan-
do gli isolati furono cresciuti su malt extract agar (MEA), mentre i volatili
prodotti su mezzo minimo ebbero minor effetto contro l’organismo target.
Ezra and Strobel (2003), in accordo con Srinivasan et al. (1992), hanno di-
mostrato che Trichoderma sp. cresciuto su mezzi nutritivi poveri produce
meno VOCs in rapporto a quelli prodotti quando il fungo è cresciuto su mez-
zi nutritivi ricchi. Inoltre Bruce et al. (1996) hanno dimostrato che i VOCs
prodotti da Trichoderma aureoviride cambiano significativamente con l’età
della coltura. L’incapacità degli isolati di Trichoderma testati di produrre
VOCs potrebbe essere dovuta ad una inadeguata composizione del substrato
di crescita, sebbene il PDA sia un terreno ricco. In ogni caso non è possibi-
le escludere che nel terreno questo meccanismo d’azione giochi un ruolo nel
contenere lo sviluppo del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Bjurman and
Kristernsson (1992a) indagarono la possibilità che isolati fungini fossero in
grado di produrre lo stesso range di VOCs su substrati simili alle condizioni
naturali e dimostrarono che Aspergillus versicolor isolato da terreno produce-
va un ampio range di VOCs quando allevato su un substrato sintetico simile
al terreno naturale dal quale fu isolato. Tuttavia il preciso modo di azione di
questi metaboliti secondari volatili sugli organismi target non è ancora noto.
Tra i composti che le specie appartenenti al genere Trichoderma possono
rilasciare per controllare i funghi di interesse fitopatogeno vi sono antibiotici
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ed enzimi esocellulari diffusibili. Gli isolati selezionati mediante lo screening
in vivo, sono stati saggiati per la capacità di produrre composti organici
ad attività antifungina diffusibili nel substrato. L’esperimento è stato con-
dotto mediante l’impiego di colture duali. Sono note le capacità di isolati
di Trichoderma di produrre metaboliti non volatili diffusibili nel mezzo di
crescita (Bruce et al., 1984; Corley et al., 1994; Dennis and Webster, 1971;
Horvarth et al., 1995; Moss et al., 1975). Tra gli isolati testati in questo espe-
rimento, sebbene nessuno si sia dimostrato capace di inibire sensibilmente lo
sviluppo del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi a lunga distanza, denotando,
probabilmente, la produzione di composti poco diffusibili o efficaci ad alte
concentrazioni, gli isolati Trichoderma flavofuscum 5078 e Trichoderma viri-
de 4955 hanno determinato un arresto della crescita di Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi negli ultimi intervalli di crescita. Un effetto di rallentamento
è stato, invece, osservato per gli isolati Trichoderma saturnisporum 2070,
Trichoderma harzianum 6741 e Trichoderma harzianum 6746. E’ noto che,
anche in questo, come nel caso dei VOCs, il substrato ha un’ampia influenza
sulla produzione di questi metaboliti e per lo stesso motivo non è possibile
escludere che, anche per gli isolati che non mostrano alcuna attività inibi-
toria, l’antibiosi a distanza possa essere uno dei meccanismi di azione alla
base del controllo del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi nello screening in
vivo. A tal proposito Whipps (1987) denota come i substrati abbiano una
significativa influenza non solo sulla velocità di crescita e sulla morfologia dei
funghi, ma anche sulla produzione di antibiotici da parte degli antagonisti ed
abbiano effetto anche sulla risposta dei patogeni a questi composti organici.
Un altro aspetto interessante dell’antagonismo è quello relativo al mico-
parassitismo. A tal proposito l’impiego delle colture duali ha anche permesso
di indagare l’attività micoparassitaria dei presunti antagonisti, selezionati
nello screening in vivo, a carico del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Come
indizio di micoparassitismo è stato utilizzato l’accrescimento e la sporula-
zione dell’antagonista sulla colonia del patogeno; tale fenomeno, tuttavia,
deve essere considerato esclusivamente indicativo dell’attività micoparassita-
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ria, necessitando per una sua conferma di indagini sui rapporti che si vengono
a stabilire tra le singole ife. Le indagini sull’antagonismo fra colonie hanno
mostrato che è stata abbastanza frequente la tendenza di Trichoderma a svi-
lupparsi sulla colonia contrapposta, in modo totale o parziale. In particolare
soltanto l’isolato Trichoderma flavofuscum 5078 si è mostrato capace di cre-
scere e sporulare sulla totalità della colonia di Fusarium. Mentre gli isolati
Trichoderma harzianum 6741, 6742, 6746 e Trichoderma sp. 7660 hanno mo-
strato una sovracrescita del 50% per il primo e del 30% per i successivi. Questi
risultati potrebbero spiegare il meccanismo attraverso il quale questi cinque
isolati sono stati capaci di contenere la patogenicità del Fusarium oxyspo-
rum f. sp. dianthi nello screening in vivo. Infatti la semplice possibilità che il
ceppo antagonista si sovrapponga con il suo sviluppo a quello del patogeno
potrebbe condurre ad una dominanza nel terreno del primo sul secondo e
quindi fornire un utile mezzo di lotta biologica. Abbastanza frequente è stata
anche la presenza di una zona di inibizione fra le due colonie contrapposte,
riscontrata in 3 isolati di Trichoderma sugli otto testati (Fokkema, 1973). La
capacità dell’isolato Trichoderma flavofuscum di sovracrescere sulla colonia
del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi può essere spiegata mediante almeno
due diversi meccanismi:
l’isolato cresce e sporula sull’intera colonia per la presenza di metaboliti
stimolanti la sua crescita rilasciati dal patogeno e/o a causa di nutrienti
resi maggiormente disponibili o rilasciati dalla colonia del patogeno;
l’isolato di Trichoderma, mediante il rilascio di enzimi litici, si nutre delle
ife del patogeno.
Queste considerazioni ci hanno indotto ad effettuare una prova aggiuntiva per
verificare se la produzione di metaboliti rilasciati nel mezzo da Fusarium oxy-
sporum f. sp. dianthi, in assenza del micelio del patogeno, avevano un qualche
effetto sull’accrescimento e sulla sporulazione degli isolati. Nessun isolato di
Trichoderma reagisce alla presenza di metaboliti di Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi nel mezzo con un maggior accrescimento, ma tutti, in maggiore
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o minore misura, subiscono un rallentamento. Questo ci porta, escludendo il
primo dei due meccanismi, a ritenere il secondo come più probabile.
Il processo di parassitizzazione dei funghi fitopatogeni include alcuni sta-
ge: crescita diretta del Trichoderma verso l’ospite (Chet, 1987); riconosci-
mento dell’ospite e attacco ad esso (Elad et al., 1983; Jeffries and Young,
1994); sintesi e secrezione di antibiotici ed enzimi extracellulari che idroliz-
zano i componenti della parete cellulare (Ghisalberti and Sivasithamparam,
1991; Haran et al., 1996); penetrazione delle ife e lisi dell’ospite. Studi ultra-
strutturali ed istochimici dimostrano che gli enzimi di Trichoderma causano
lisi localizzata della parete delle cellule dei funghi fitopatogeni nel punto
di contatto tra l’antagonista e l’ospite (Elad et al., 1983; Cherif and Ben-
hamou, 1990). Inbar et al. (1996) dimostrarono che conidi di Trichoderma
harzianum possono germinare in suolo sterile e che il micelio in sviluppo
dell’antagonista può crescere attraverso il suolo in direzione del micelio del-
l’ospite. In particolare osservarono che Trichoderma si avvolge e ramifica
attorno al micelio di Sclerotinia sclerotiorum differenziando strutture simili
ad appressori e degradando la parete cellulare dell’ospite. Le interazioni tra
Trichoderma e Sclerotinia sclerotiorum nel suolo esibivano tutti gli elementi
conosciuti nelle interazioni tra Trichoderma ed altri funghi del suolo in col-
tura duale, sebbene con intensità minore. Questo potrebbe essere dovuto ad
una bassa concentrazione dei nutrienti nel suolo a supporto della crescita del
Trichoderma.
Tra gli isolati testati si è osservata una elevata difformità nelle capaci-
tà micoparassitarie. Soltanto due isolati di Trichoderma (Trichoderma sp.
isolato 8236 e Trichoderma viride isolato 4955) hanno mostrato un elevato
grado di produzione di un gran numero di coilings, lacci semplici e corte
branche attorno alle ife di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, le quali era-
no caratterizzate da svuotamento dei contenuti citoplasmatici. I tre isolati
di Trichoderma harzianum (6741, 6742, 6746), invece, hanno mostrato una
ridotta capacità di differenziare coilings, producendo corte branche e lac-
ci semplici. Gli isolati rimanenti non hanno prodotto alcuna struttura di
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micoparassitismo. L’antagonismo rilevato in vitro dai diversi isolati di Tri-
choderma non necessariamente si realizza in natura o almeno non possiamo
prevedere in quale misura possa realizzarsi (Arora and Divedi, 1980). Infatti
la differenziazione di queste strutture è variabile non solo da isolato ad iso-
lato ma anche in funzione del substrato di crescita (Divedi and Arora, 1978)
e delle condizioni ambientali.
La competizione per il ferro può giocare un ruolo cruciale nelle interazioni
tra microrganismi nella rizosfera e può essere alla base del controllo biolo-
gico di microrganismi fitopatogeni in quanto la sua indisponibilità determi-
na una inibizione della loro crescita e della loro attività metabolica (Loper,
1990; Misaghi et al., 1982). Tra gli otto isolati testati soltanto per un isolato,
Trichoderma sp. 7660, è stato possibile rilevare la produzione di siderofori
mediante il cambiamento di colore del substrato CAS-blue agar. Il colore del
substrato cromogeno è passato da blu a rosso porpora, in accordo con quanto
osservato da Milagres et al. (1999) per la produzione dei siderofori nei fun-
ghi. Per alcuni isolati non è stato possibile osservare la reazione colorimetrica
del CAS-blue agar per la formazione di un pigmento giallo. La reazione del
substrato può portare ad una variazione del colore da blu ad arancio, nei
batteri, da blu a rosso, nei funghi. La presenza del pigmento giallo può es-
sere spiegata con la formazione di idrossido di ferro: il CAS è competitivo
nel chelare il ferro sotto pH 7, mentre l’idrossido di Fe(III) sembra essere
molto stabile sopra pH 7 (Schwyn and Neilands, 1986), impedendo, di fatto,
la reazione colorimetrica. La formazione di questo pigmento ci ha così impe-
dito di capire se questi isolati sono capaci di produrre siderofori. Un metodo
alternativo potrebbe essere impiegato per rivelare la produzione di siderofori
in condizioni di ferro carenza che aggiri la formazione di idrossido di Fe(III):
Anke et al. (1991), hanno messo a punto un sistema basato sulla rilevazione
dei siderofori mediante lettura allo spettrofotometro con assorbanza a 440
nm del filtrato colturare del fungo in esame.
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Conclusioni
Il presente lavoro è stato condotto con lo scopo di individuare isolati di
Trichoderma capaci di inibire lo sviluppo di Fusarium oxysporum f. sp. dian-
thi, agente causale della tracheofusariosi del garofano e di fornire indicazioni
sui meccanismi di azione responsabili del controllo. Lo screening in vivo ci
ha consentito di individuare otto isolati capaci di contenere la patogenicità
del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Le prove in vitro, inoltre, ci hanno
consentito di esplorare alcuni tra i meccanismi di azione più frequentemente
impiegati dagli BCAs nel controllo dei patogeni vegetali. I campi di indagi-
ne esaminati hanno riguardato: la produzione di VOCs (composti organici
volatili) e di composti diffusibili nel substrato, ambedue responsabili dell’an-
tibiosi a distanza; la capacità di sovracrescere sulla colonia del patogeno; la
capacità di utilizzare metabolliti prodotti da Fusarium per incrementare la
crescita e la sporulazione; la capacità di produrre avvolgimenti ifali (coilings);
la capacità di competere per l’assimilazione del ferro.
Le prove condotte ci hanno permesso di tracciare un quadro sui proba-
bili meccanismi alla base del controllo biologico. Per tutti gli isolati testati
è stato possibile identificare almeno un meccanismo di azione, anche se con
diverse intensità.
La tabella 6.1 sottostante riassume le prove effettuate:
Isolato VOCs Antibiosi Sovracrescita Coilings Siderofori
T. flavofuscum 5078 - ++ +++ - np
T. harzianum 6741 - + ++ + np
T. harzianum 6742 - - + + np
T. harzianum 6746 - + + + np
T. saturnisporum 2070 - + - - np
Trichoderma sp. 7660 - - + - +
Trichoderma sp. 8236 - - - ++ np
T. viride 4955 - ++ - ++ np
Tabella 6.1: Schematizzazione riassuntiva dei risultati ottenuti.
Da un’analisi della tabella soprariportata è possibile, per ciascun isolato di
96
Conclusioni
Trichoderma, riassumere i meccanismi di azione alla base del contenimento
della patogenicità del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi : l’isolato 5078 Tri-
choderma flavofuscum è l’unico che si è dimostrato capace di sovracrescere
sull’intera colonia del Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, questa osservazione,
unita alla capacità dell’antagonista di produrre metaboliti fungitossici contro
il patogeno ci porta a supporre che il rilascio di queste molecole determini la
morte delle ife di Fusarium oxysporum f. sp. dianthi seguita dal conseguente
svuotamento dei contenuti citoplasmatici che consentono all’antagonista di
trarne nutrimento; gli isolati Trichoderma harzianum 6741, 6742 e 6746 si
sono dimostrati capaci di micoparassitizzare Fusarium oxysporum f. sp. dian-
thi sia come sovracrescita sulla colonia del patogeno che mediante produzione
di avvolgimenti ifali, è stata inoltre registrata una, seppur debole, capacità
di produrre antibiotici (isolati 6746 e 6741) per cui è ipotizzabile che alla
base del contenimento del patogeno vi sia il micoparassitismo; l’isolato 2070
Trichoderma saturnisporum si è mostrato un debole produttore di antibio-
tici, tuttavia, proprio perchè debole è opportuno procedere alla valutazione
di altri meccanismi di azione; l’isolato 7660 Trichoderma sp. si è mostrato
debolmente capace di sovracrescere sulla colonia del patogeno e di produrre
antibiotici diffusibili, questo ci suggerisce che, probabilmente, il micoparas-
sitismo non è il principale meccanismo di azione impiegato dall’antagonista
nel controllo del patogeno. Questo isolato, tuttavia, è l’unico per il quale è
stato possibile riscontrare la produzione di siderofori. La competizione per il
ferro (Fe3+) potrebbe spiegare il contenimento dello sviluppo del patogeno: il
contenuto in ferro del terriccio impiegato è risultato basso (0.17 ppm),e dal
momento dell’inoculazione del terreno con Fusarium oxysporum f. sp. dian-
thi alla prima fertirrigazione sono trascorsi 20 giorni. In questo periodo di
tempo la scarsa disponibilità di ferro potrebbe essere stato un fattore limi-
tante la crescita per cui vincere la competizione per il ferro potrebbe aver
avvantaggiato lo sviluppo dell’antagonista a discapito del patogeno. Gli isola-
ti 8236 Trichoderma sp. e 4955 Trichoderma viride si sono mostrati capaci di
produrre avvolgimenti ifali-coilings per cui è possibile ipotizzare che il conte-
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nimento del patogeno sia dovuto ad attività micoparassitaria; inoltre l’isolato
Trichoderma viride si è mostrato capace di produrre sostanze fungistatiche
o fungicide.
Le esperienze condotte, tenuto conto dei limiti delle prove sperimentali,
hanno fornito un quadro complesso di risultati. L’analisi di questi risultati of-
fre una serie di spunti per indagini successive, la cui organizzazione teorica e
metodologica deve tener conto dei risultati finora raggiunti. Infatti questi ri-
sultati appaiono interessanti perchè, quelli positivi, consentono di focalizzare
le indagini verso ulteriori approfondimenti; mentre quelli negativi suggerisco-
no di allargare i campi di indagine ad altri meccanismi implicati nel controllo
biologico. In particolare, ulteriori ricerche si rendono necessarie al fine di de-
finire le condizioni ottimali per ottenere un incremento dell’efficienza di uno
o più di questi antagonisti, analizzando i fattori che ne influenzano l’attività
e identificando i meccanismi implicati nel contenimento della tracheofusariosi
nel sistema garofano/Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.
La disponibilità di 8 isolati che hanno superato la fase di selezione in
condizioni naturali e per i quali si possono ipotizzare alcuni meccanismi d’a-
zione rappresenta il punto di arrivo della fase di selezione, ma anche il punto
di partenza di ulteriori indagini, le prime delle quali saranno finalizzate alla
produzione della biomassa, seguendo la teorica successione di fasi (isolamen-
to −→ selezione −→ produzione di biomassa −→ fermentazione) che porta
alla messa a punto tecnica di un biofitofarmaco.
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